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En las últimas décadas Enterococcus faecium ha pasado de considerarse un simple 
microorganismo comensal del TGI humano para convertirse en una de las principales causas 
de infección nosocomial. La emergencia de E. faecium como patógeno hospitalario ha 
coincidido con la diseminación a nivel de una subpoblación genética altamente adaptada al 
hospital, perteneciente a tres linajes principales:ST17, ST18 y ST 78. Esta subpoblación se 
caracteriza por presentar resistencia a numerosos antibióticos de uso clínico como la 
ampicilina, el levofloxacino y en ocasiones también a la vancomicina, además de estar 
enriquecida en una serie de factores putativos de virulencia.  
  Los pacientes oncohematológicos en tratamiento quimioterápico tienen un riesgo 
elevado de desarrollar infecciones que se ha demostrado proporcional a la intensidad y 
duración de la neutropenia. Con el objetivo de disminuir la incidencia de infección en estos 
pacientes, se ha generalizado la administración de profilaxis antibiótica, principalmente con 
fluoroquinolonas. En los últimos años se ha observado un cambio en la etiología de los 
procesos infecciosos en estos pacientes: mientras que en los años ochenta predominaban los 
bacilos gramnegativos, en la actualidad han aumentado el porcentaje de las mismas debidas a 
microorganismos grampositivos. Los principales factores que parecen explicar este cambio son 
la utilización de quimioterapias más agresivas, la utilización generalizada de catéteres 
permanentes y el empleo de profilaxis con fluoroquinolonas. La bacteriemia en pacientes 
neutropénicos se ha asociado a un tercio de los episodios febriles y con frecuencia tienen un 
origen endógeno en el tracto gastrointestinal del paciente. En los últimos años E. faecium se ha 
convertido en una de las principales causas de bacteriemia en el ámbito hospitalario, 
especialmente en pacientes con algún tipo de inmunosupersión. Su alta capacidad para 
colonizar y sobrecrecer en el tracto gastrointestinal de los pacientes y sobre distintas 
superficies, explica parcialmente su éxito en la diseminación y producción de infección a nivel 
nosocomial. Sin embargo, la dinámica de estos procesos, así como el conocimiento de las 




Los objetivos de este trabajo se organizaron en tres capítulos y se resumen en: 
1) Estudiar la dinámica de colonización, estructura poblacional y características 
microbiológicas de E. faecium resistente a ampicilina (EfmRA) en pacientes 
oncohematológicos a los que se les administra profilaxis extendida con levofloxacino y evaluar 
los cambios que se producen su microbiota intestinal. 
2) Describir la emergencia de resistencia a linezolid en aislados de colonización de EfmRA 
de un paciente oncohematológico y caracterizar el mecanismo molecular responsable de la 
resistencia. 
3) Comparar la utilidad de la técnica de tipificación fenotípica PhP con el PFGE para la 
caracterización de la estructura poblacional de aislados de colonización y clínicos de E. 
faecium. 
    
4) Estudiar y comparar la capacidad de adhesión, invasión y translocación intestinal de 
aislados de E. faecium y Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus (S. gallolyticus) con 
diferente origen empleando un modelo celular in vitro. 
5) Comparar la capacidad de aislados de E. faecium y S. gallolyticus subsp. gallolyticus con 
diferente origen para formar biopelículas in vitro sobre distintas superficies. 
6) Describir y caracterizar molecularmente el aumento de prevalencia en la colonización por 
Enterococcus resistente a vancomicina (EVR) en pacientes ingresados en un hospital terciario 
con una situación endémica de Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) y las 
medidas implantadas para su control epidemiológico.  
 
RESULTADOS 
En el primer capítulo de esta Tesis se observó que un 61,5% de los pacientes 
oncohematológicos que recibieron profilaxis con levofloxacino se colonizaron por EfmRA 
durante su ingreso hospitalario mayoritariamente una vez que se suspendió la profilaxis 
extendida con levofloxacino (31% de la adquisición de colonización se produjo durante este 
periodo). La colonización por EfmRA durante la fase de interrupción de la profilaxis con 
levofloxacino (Pos-PEL) se asoció significativamente (p < 0,025) con la fase de la 
quimioterapia, la presencia de mucositis y con la duración de la neutropenia. Se observó una 
diversidad clonal muy baja (clones pertenecientes a 24 pulsotipos y 13 ST) que disminuyó 
durante la estancia hospitalaria. El 94,8% de los aislados (6/13 ST) pertenecieron a los grupos 
BAPS 2.2ª y 3.3ª, asociados al medio hospitalario y presentaron, y fueron resistentes a 
levofloxacino, eritromicina y presentaron resistencia de alto nivel a estreptomicina (> 1000 
mg/L). Durante el periodo de estudio se observó el predominio del clon EfmRA-ST117-B 
(32,6% de los pacientes) que presentó los factores asociados a virulencia, EspEfm y Acm , 
produjo bacteriocinas frente a la gran mayoría de clones de E. faecium y demostró capacidad 
para metabolizar los polioles, sorbitol, glicerol y manitol. Este clon fue, junto con los clones 
EfmRA-ST17, responsables de la colonización persistente de de estos pacientes. E. faecium fue 
la tercera causa más frecuente de bacteriemia en estos pacientes (4,4% de los pacientes) y todos 
los episodios de bacteriemia se produjeron por el clon prevalente EfmRA-ST117-B, en 
pacientes previamente colonizados por este clon.  
 En un subgrupo de 20 pacientes oncohematológicos se estudiaron los cambios cuantitativos 
que se producían en la población microbiana total y de enterococos durante su ingreso. Se 
observó la disminución de la carga bacteriana en un 75% (disminución de 0,15-2,33 log) y un 
85% (0,05 a 3,16 logs) de los pacientes durante las fases de administración de profilaxis con 
levofloxacino (PEL) y Pos-PEL respectivamente en comparación a su estado basal. Esta 
disminución se compensó en los pacientes colonizados por E. faecium con un incremento 
parcial en la población de enterococos y de E. faecium en particular.  
 El empleo de la técnica de tipificación fenotípica PhP demostró una buena concordancia con 
el PFGE para la caracterización de la estructura poblacional de aislados de E. faecium 
únicamente cuando se empleó un índice de similtud de 0,9.  
 Se demostró que la emergencia de resistencia a linezolid en dos aislados de colonización de 
EfmRA tras un tratamiento corto con este antibiótico se debía a la presencia de la mutación 
G2576T en 4 de los seis alelos del gen 23S rARN. 
  
En el segundo capítulo de esta Tesis se profundizó en el conocimiento de las 
características de la interacción (adhesión e invasión), de E. faecium y S. gallolyticus de diferentes 
orígenes, con las células epiteliales intestinales y su capacidad de translocar a través de las 
mismas. Adicionalmente se evaluó la capacidad de formación de biopelículas sobre distintos 
soportes. Se observó que la capacidad de adhesión e invasión del epitelio intestinal fue baja 
para ambas especies. Sin embargo, y aunque no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas (p= 0,43), los aislados de E. faecium se adherieron proporcionalmente más. El 
único aislado que mostró una elevada capacidad de invasión fue Sg78, procedente de un 
aislado animal y en el que previamente se había detectado resistencia a vancomicina. Todos 
los aislados de S. gallolyticus, formaron en su conjunto, biopelículas sobre superficies ricas en 
colágeno más frecuentemente que los aislados de E. faecium (p < 0,05). Por el contrario, los 
aislados de E. faecium demostraron tener una capacidad de translocación intrínseca muy 
superior a S. gallolyticus aunque se demostraron diferencias importantes intra-especie. Un 
aislado de bacteriemia y otro de colonización (Efm106-ST18 y Efm-ST121-ST117) de 
pacientes oncohematológicos demostraron ser los más eficientes translocando (p <0,05). 
Por último, en el tercer capítulo de esta Tesis se describió la presencia de un brote 
oculto de EVR en un hospital de tercer nivel gracias a la existencia de un sistema de vigilancia 
activa de Enterobacterias productoras de carbapenemasas y las medidas empleadas en su 
control. Se demostró que en todos los aislados de muestras de colonización e infección, menos 
uno (n=54), la resistencia a vancomicina estaba codificada en un transposón Tn1546 y se debía 
a la presencia del genotipo vanA. Se detectó la presencia de un clon mayoritario EVR-ST17 y 
cuatro clones minoritarios (EVR-ST117-(B-E)) diseminada en varios servicios del hospital, 
principalmente medicina interna y nefrología, lugares donde se detectó seis meses antes los 
casos índice. El estudio de la transmisión dedo-dedo de dos cepas de E. faecium sensibles a 




Se ha demostrado que los pacientes oncohematológicos en tratamiento quimioterápico 
presentan una marcada reducción de la densidad de su microbiota intestinal, principalmente 
tras la administración de profilaxis extendida con levofloxacino. Cerca de dos tercios de estos 
pacientes se colonizan de manera persistente por clones hospitalarios de E. faecium resistente a 
la ampicilina. Estos clones son además los responsables de los episodios de bacteriemia 
registrados durante el estudio. El predominio de el clon EfmRA-ST117-B en nuestro medio 
podría deberse no solo a la presencia de determinantes de resistencia, sino también a la 
presencia de determinantes de virulencia (EspEfm, HylEfm, Acm), producción de bacteriocinas y 
capacidad adicional de metabolizar distintos polioles. El aumento en el número de 
bacteriemias por E. faecium puede deberse a su capacidad de translocación intrínseca vía 
paracelular pese a haber presentado una baja capacidad de adhesión. Se ha demostrado la alta 
capacidad de los aislados de S. gallolyticus de formar biopelículas sobre superficies tapizadas 
con colágeno. Por último, se ha detectado y caracterizado un brote silente de EVR en un 
hospital terciario con una prevalencia muy baja (<0,5%) de EVR gracias a un sistema de 
vigilancia epidemiológica, lo que corrobora la alta capacidad para diseminarse de este 





In the last decades Enterococcus faecium has evolved from being considered as a simple 
commensal of the human gastrointestinal tract to become one of the leading causes of 
nosocomial infection. The emergence of E. faecium as a nosocomial pathogen has coincided 
with the spread of a subpopulation highly adapted to hospital setting and belonging to three 
main lineages: ST17, ST18 and ST 78. This subpopulation is characterized by resistance to 
many antibiotics such as ampicillin, levofloxacin and eventually also vancomycin. In addition, 
clones belonging to these lineages are enriched in some virulence determinants such as EspEfm, 
Acm or HylEfm. 
Oncohaematologic patients under chemotherapy are at a higher risk of developing 
infections, being this risk proportional to the intensity and duration of neutropenia. In order to 
reduce the incidence of infection, the administration of antibiotic prophylaxis, mainly with 
fluoroquinolones, has been widely used amongst these patients. In recent years, an important 
change in the etiology of these patients’ infections has been noted worldwide: while 
gramnegative bacilli predominated in the 1980s, an increase in the number due to grampositive 
microorganisms has been reported. The main factors that seem to explain this etiological 
switch are the administration of more aggressive chemotherapies, the widespread use of 
indwelling catheters and the administration of fluoroquinolone prophylaxis. Neutropenic 
patients’ bacteraemia has been associated with one-third of the febrile episodes and it often has 
an endogenous origin in the gastrointestinal tract. In recent years E. faecium has emerged as a 
main cause of nosocomial bacteraemia especially in patients with some type of 
immunosuppression. The ability of this microorganism to colonize and overgrow in the 
patient’s intestine and onto different surfaces partially explains its success in the dissemination 
and infection development in the hospital setting. However, a comprehensive understanding 
of these processes dynamics and of the inherent characteristics of this microorganism that 
might favour the colonization/infection and transmission are needed. 
 
OBJECTIVES 
The objectives of this work were organized in three chapters and are summarized in: 
1) To study the colonization dynamics, population structure and microbiological 
characteristics of ampicillin resistant E. faecium (AREfm) in oncohematologic patients 
receiving levofloxacin prophylaxis and to evaluate the changes ocurring in their intestinal 
microbiota. 
2) To describe the emergence of linezolid resistance in AREfm colonization isolates from an 
oncohematologic patient and to characterize the molecular mechanism responsible for the 
resistance. 
3) To compare the usefulness of PhP phenotypic typing technique with PFGE for the 
characterization of the population structure of colonizationand clinical isolates of E. faecium. 
4) To study and compare the intestinal adhesion, invasion and translocation abilities of a set 
of E. faecium and Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus (S. gallolyticus) isolates from different 
origin using an in vitro cellular model. 
    
5) To compare the ability of E. faecium and S. gallolyticus subsp. gallolyticus isolates with different 
origin to form biofilms on different surfaces. 
6) To describe and molecularly characterize the increase in vancomycin-resistant 
Enterococcus (EVR) colonization prevalence in patients admitted to a tertiary hospital with an 
endemic carbapenemases-producing Enterobacteriaceae (CPE) situation and measures 
implemented for the epidemiological control. Additionally, transmission dynamics of E. 
faecium isolates was evaluated in a group of healthy volunteers. 
 
RESULTS 
In the first chapter of this thesis, it was observed that 61.5% of oncohematologic patients under 
levofloxacin extended prophylaxis (LEP) were colonized by AREfm during their hospital 
admission, mainly once levofloxacin prophylaxis was suspended (31% of AREfm acquisition 
occurred during this period). AREfm colonization after levofloxacin prophylaxis withdrawal 
(Pos-PEL phase) was significantly associated (p <0.025) with the chemotherapy phase, the 
presence of mucositis and the duration of neutropenia. A very low AREfm clonal diversity 
was observed (clones belonging to 24 pulsed-field types and 13 ST) and this tended to decreased 
during hospital admission. Te great majority of the isolates (94.8%, 6/13 ST) belonged to 
BAPS groups 2.2a and 3.3a, previously associated with the hospital environment, and and 
were resistant to levofloxacin, erythromycin and had streptomycin high level resistance (> 
1000 Mg / L). During the study period, the predominance of the EfmRA-ST117-B clone 
(32.6% of the patients) harbouring virulence determinants such as EspEfm and AcmEfm was 
noted. In addition this clone was able to produce bacteriocins against the vast majority of E. 
faecium clones and demonstrated the unusual ability to metabolize polyols such as sorbitol, 
glycerol and mannitol. This clone was, together with all clones belonging to ST-17, responsible 
for the persistent colonization and produced all the bacteraemic episodes detected during the 
study. Moreover, E. faecium was the third most frequent cause of bacteremia in these patients 
(4.4% of patients) and in all cases, EfmRA-ST117-B gut clonization was previously detected. 
In a subgroup of 20 oncohaematological patients, quantitative changes occurring in the 
global microbial population and specifically in enterococci during their hospital stay were 
studied. The decrease in bacterial load was observed in 75% (decrease of 0.15-2.33 log) and 
85% (decrease of 0,05- of patients during the phases of administration of prophylaxis with 
levofloxacin (LEP) and Pos-LEP respectively in This decrease was compensated, in patients 
colonized by AREfm, with a partial increase in the enterococci and particulary E. faecium 
populations. 
The use of the PhP phenotypic typing technique demonstrated a good agreement with 
PFGE for the characterization of the population structure of E. faecium isolates but only when 
a similarity index of 0.9 was used. 
The emergence of linezolid resistance in two EfmRA colonization isolates after a short 
treatment with this antibiotic was shown to be due to the presence of the G2576T mutation in 
4 out of six 23S rRNA gene alleles. 
In the second chapter of this thesis we studied the characteristics of the interaction 
(adhesion and invasion) of E. faecium and S. gallolyticus from different sources with intestinal 
epithelial cells and their ability to translocate across them. In addition, biofilm formation on 
different surfaces was evaluated. It was observed that the capacity of adhesion and invasion of 
the intestinal epithelium for both species was low. However, although no statistically 
significant differences were found (p = 0.43), E. faecium isolates adhered in a higher degree 
  
than S. gallolyticus did. The only isolate that showed a high capacity for invasion was Sg78, 
which had been isolated from a calf and had the particularity of being resistant to vancomycin. 
All S. gallolyticus isolates formed biofilms on collagen rich surfaces more efficiently than E. 
faecium isolates (p <0.05). In contrast, E. faecium isolates showed a much higher intrinsic 
translocation ability than S. gallolyticus although and significant intra-species differences were 
demonstrated. A bacteraemic and a colonization isolate (Efm106-ST18 and Efm-ST121-
ST117) from oncohematological patients were the most efficient ones in translocating (p 
<0.05). 
Finally, in the third chapter of this thesis we described the detection and 
characterization of a VRE hidden outbreak in a third level hospital thanks to the existence of 
an active surveillance system for the detection of carbapenemase-producing Enterobacteria. It 
was shown that all colonization and infection isolates but one (n = 54), resistance to 
vancomycin was encoded in the Tn1546 transposon and was due to the presence of vanA 
genotype. The domination of clone VRE-ST17 was observed although four minor clones 
(VRE-ST117- (B-E)) were also detected. Index cases were thought to occurr in the Internal 
Medicine and Nephrology wards six months in advance to outbreak detection. The study of 
finger-to-finger transmission of two vancomycin susceptible E. faecium strains (E. faecium-L50-
ST178 and E. faecium ST117) showed important inter-individual differences. 
 
CONCLUSIONS 
It has been shown that oncohematologic patients undergoing chemotherapy have a marked 
reduction in the density of their intestinal microbiota, being particularly remarkable after the 
discontinuation of LEP. Nearly two-thirds of these patients were persistently colonized by 
AREfm hospital clones. These clones were, in all cases, responsible for the bacteraemic 
episodes recorded during the study. The predominance of the EfmRA-ST117-B clone in our 
institution might be due not only to the presence of resistance determinants, but also to the 
presence of virulence determinants (EspEfm, HylEfm, Acm), bacteriocin production and the 
additional ability to metabolize polyols. The increase in the number of AREfm bacteriemias 
may be due to it ability to translocate using the paracellular way, despite having a low adhesion 
capacity. The high ability of S. gallolyticus isolates to form biofilms on collagen coated durfaces 
has been proved. Finally, a silent outbreak of VRE has been detected and characterized in a 
tertiary hospital with a very low prevalence (<0.5%) of VRE. This was mainly achieved thanks 
to the existance of an epidemiological surveillance system. Additionally the existance of a high 
inter-individual variability in E. faecium transmission was demonstrated. 
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1. El género Enterococcus  
El género Enterococcus está formado por un conjunto de bacterias grampositivas con bajo 
contenido en G+C (37-45% mol), que son, en su mayoría, comensales del tracto 
gastrointestinal (TGI) animal y humano. Sin embargo, son bacterias muy ubicuas que pueden 
colonizar nichos muy diversos como el suelo, agua, plantas y productos alimentarios como la 
carne cruda o derivados lácteos [1–3]. 
 
1.1. Perspectiva histórica 
 El origen del término “enterococcus” se remonta a finales del siglo XIX cuando Thiercelin 
realiza la primera descripción de unos cocos saprofíticos de origen intestinal con capacidad 
patógena [4,5]. Dos meses después, describe un caso de diarrea aguda en la que este 
microorganismo predomina en el TGI del paciente y es capaz de translocar desde el intestino 
a sangre ocasionando un cuadro de septicemia. En ese mismo año, 1899, MacCallum y 
Hastings aíslan un organismo similar en las válvulas aórtica y mitral de un paciente con 
endocarditis aguda y realizan una descripción detallada tanto de sus características 
microbiológicas como de su patogenicidad [6]. Este microorganismo, al que denominan 
Micrococcus zimogenes, en la actualidad Enterococcus faecalis, se aisló en cultivo puro 
repetidamente a partir de muestras de sangre del paciente hasta su muerte por fallo cardiaco. 
A lo lago de los siguientes años, se suceden numerosas reseñas en la literatura describiendo el 
aislamiento de este mismo microorganismo tanto en muestras clínicas como fecales [7–10]. 
No obstante, entre tanto, Andrewes y Horder (1906), en primer lugar y Orla-Jensen en 
segundo(1919) emplean por primera vez los términos Streptococcus faecalis y Streptococcus faecium 
respectivamente para hacer referencia a dos bacterias intestinales humanas, con potencial 
patógeno, que diferían en su patrón de fermentación de azúcares [11,12].  
Estas descripciones tempranas suponen una transición en el paradigma de la 
patogénesis enterocócica, al cambiar su consideración de mero microorganismo comensal por 
la de patógeno oportunista. La aparición de enterococos multirresistentes a lo largo de los 
últimos 50 años no ha hecho sino agravar esta situación ya que se han convertido en una de 
las principales causas de infección nosocomial a nivel mundial. 
 En 1937 Sherman propone una nueva clasificación de los estreptococos descritos hasta la 
fecha en cuatro grupos: piógeno, viridans, láctico y enterococcus[13], basándose en 
temperaturas de crecimiento y tolerancia a altas concentraciones de sales y pH. Esta división 
incluye a S. faecalis dentro del grupo enterococos, pero no a S. faecium, que es considerado por 
el autor la misma especie, pese a haberse descrito años antes. La creación de un nuevo taxón 
denominado Enterococcus, basándose en las características fenotípicas y distribución celular de 
las especies, no se propuso hasta entrados los años 1970 [14]. Sin embargo, no es hasta 1984 
cuando Schleifer y Kilpper-Balz, aportan evidencia suficiente para, basados en los estudios de 
hibridación del ADN y secuenciación del 16S rADN, proponer la transferencia de las especies 
S. faecalis y S. faecium a un nuevo género al que denominan Enterococcus [15].  
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 En la actualidad este género, englobado dentro del Filo Firmicutes, la clase Bacilli, el orden 
Lactobacillales y la familia Enterococcaceae, cuenta con más de 50 especies 
(http://www.bacterio.net/enterococcus.html). De entre ellas E. faecalis y Enterococcus faecium 
son las que se aíslan con mayor frecuencia en el hombre. Otras especies, como Enterococcus 
durans, Enterococcus avium, Enterococcus hirae, Enterococcus casseliflavus o Enterococcus gallinarum 
colonizan en menor medida el TGI del hombre y pueden causar, aunque con menos 
frecuencia, infecciones en humanos. 
 
1.2. Fisiología y filogenia 
Los enterococos son cocos grampositivos con forma esférica u ovoide que se disponen en 
parejas o cadenas cortas. Son microorganismos anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, 
no formadores de esporas que clásicamente se han incluido en el grupo D de la clasificación 
de estreptococos propuesta por Lancefield. Su temperatura óptima de crecimiento son 35ºC 
aunque son capaces de crecer en rangos de temperatura que oscilan entre los 10-45ºC [13]. 
Una característica diferencial con las bacterias del género Streptococcus es su capacidad de 
crecer en medios líquidos con alta concentración de sales (> 6,5% de NaCl) y de hidrolizar la 
esculina en presencia de sales biliares (40% p/v) Además, son especialmente resistentes a 
condiciones adversas lo que les permite sobrevivir en temperaturas extremas y a desinfectantes 
químicos como el cloro, el glutaraldehido o el alcohol [16–18], lo que les confiere una ventaja 
para su supervivencia y transmisión en el medio ambiente hospitalario. 
Los miembros de esta especie dan negativa la reacción de la catalasa aunque se ha 
demostrado la presencia de una catalasa dependiente del grupo hemo en E. faecalis que está 
ausente en otras bacterias del grupo como E. faecium, E. gallinarum o E. casseliflavus. Algunas 
especies como E. gallinarum o E. casseliflavus, son móviles y otras (E. sulfureus, E. casseliflavus o 
E. mundtii) producen un pigmento de tonalidad amarilla [5,19]. 
Los enterococos tienen un metabolismo homofermentativo y son capaces de utilizar 
una gran variedad de sustratos como fuente de energía (carbohidratos complejos, glicerol, 
lactato, citrato, malato, aminoácidos como la arginina y algunos alfa-cetoácidos), sin embargo, 
tienen unos requerimientos nutricionales bastante exigentes, siendo necesarios aminoácidos y 
vitaminas para su óptimo crecimiento [20]. 
Facklam y cols. propusieron la clasificación de las especies del género Enterococcus en 
cinco grupos (I-V) basada en algunas características fenotípicas de los aislados como la 
hidrólisis de azúcares (manitol, sorbosa, arginina, arabinosa, sorbitol, rafinosa, metil- α-D-
glucopiranósido y sacarosa, motilidad y pigmentación) [5,21]. Recientemente Lebreton y cols. 
añadieron un nuevo grupo (VI) en el que incluyeron a la especie Enterococcus ureilyticus, 
previamente excluido de esta clasificación al no poderse asociar a ninguno de los grupos 
descritos [5]. Esta clasificación, útil con fines diagnósticos o ecológicos, no lo es tanto a la hora 
de establecer la relación evolutiva entre las distintas especies de Enterococcus. Este hecho se 
debe a que las especies pertenecientes a un mismo grupo pueden tener características 
metabólicas idénticas o muy similares y un origen muy diverso, como se ha demostrado 




Algunas de las rutas metabólicas principales de ciertos enterococos (ej: genes 
implicados en el metabolismo de la rafinosa codificados en un megaplásmido de E. faecium) 
pueden estar codificadas en plásmidos, lo que podría favorecer su supervivencia en diferentes 
ambientes con un reducido aporte de nutrientes [22]. Esto podría indicar que la adquisición de 
determinados nutrientes del propio hábitat (ej: dieta del hospedador o relaciones cruzadas 
alimentarias con otros microorganismos del consorcio intestinal) supone una ventaja 
adaptativa con respecto a la posesión de genes necesarios para su biosíntesis y han contribuido, 
en parte, a la reducción de su genoma. La alta adaptación de los enterococos al competitivo 
medio gastrointestinal a lo largo de millones de años de co-evolución apoyan esta teoría [20]. 
  
1.3. Ecología: colonización del tracto gastrointestinal 
1.3.1. Ecosistema microbiano intestinal 
El TGI se encuentra colonizado por comunidades microbianas que en su conjunto constituyen 
la denominada “microbiota normal”. La mayoría de los integrantes de esta microbiota 
pertenecen al dominio Bacteria, aunque también existen, en menor medida, representantes del 
dominio Archaea, Eukarya, además de virus y bacteriófagos [23]. Dentro del dominio 
Bacteria, los filos Bacteroidetes y Firmicutes son los más abundantes y otros como 
Acidobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria o Lentisphaerae se encuentran 
menos representados [24]. La composición real de esta microbiota varía considerablemente 
entre individuos y se ve sometida a cambios importantes a lo largo de la vida de éste. Son 
innumerables los factores que condicionan o pueden alterar la distribución de especies 
bacterianas en la microbiota intestinal. Estos pueden ser dependientes del propio hospedador, 
como la edad, la dieta o el estado inmunológico; o factores externos como la administración 
de tratamientos antibióticos o citotóxicos o procesos patológicos como enfermedades 
intestinales o diarrea [25–29]. La microbiota intestinal desempeña numerosas e importantes 
funciones metabólicas, tróficas y defensivas. Entre las primeras destaca la producción de 
ácidos grasos de cadena corta o vitamina K y entre las tróficas, su control sobre la proliferación-
diferenciación epitelial intestinal. Sin embargo, quizá una de las más importantes sea su papel 
en la resistencia frente a la colonización por microorganismos ajenos a ella [30]. 
 Clásicamente el estudio de la composición de esta microbiota se realizó por técnicas 
dependientes de cultivo, que sobreestimaron el papel de los microorganismos cultivables. Sin 
embargo, la mayoría de las especies que componen la microbiota son difíciles de cultivar en el 
laboratorio, bien por sus requerimientos nutricionales o por su alta adaptación al nicho 
ecológico. Más recientemente, el estudio metagenómico de la microbiota intestinal mediante 
“Next generation sequencing”, en su mayoría basados en 16s rADN, han proporcionado una gran 
cantidad de información acerca del contenido genético de las bacterias que colonizan el TGI 
(metagenoma intestinal humano), la mayoría no descritas previamente, y de cómo varía su 
composición en distintas etapas de la vida o en procesos patológicos [25,29,31]. 
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El intestino de un individuo sano puede contener entre 500-1.000 especies bacterianas 
distintas, sin embargo, la diversidad bacteriana intestinal, en particular de las especies 
minoritarias, se desconoce con exactitud [32]. Como se indicó arriba, la distribución de estas 
especies varía con la localización anatómica del aparato digestivo, principalmente debido a 
cambios en el pH de los compartimentos y al distinto aporte de oxígeno y de nutrientes. Así, 
el intestino delgado contiene sólo un limitado número de especies confinadas a la parte más 
distal, entre las que se encuentran Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Enterobacteriaceae o 
Candida spp, entre otros. Este número tan reducido de bacterias en la parte alta del TGI se 
debe al pH ácido del medio luminal y al propio peristaltismo, que impiden el establecimiento 
de bacterias a este nivel. Por el contrario, el intestino grueso contiene un ecosistema 
microbiano complejo y dinámico con concentraciones bacterianas que oscilan entre 109-1012 
bacterias/g de contenido luminal y en el que predominan los microorganismos anaerobios 
(100-1.000 veces más abundantes que las bacterias aerobias). Entre los principales géneros de 
bacterias gramnegativas destacan Bacteroides, Fusobacterium y Prevotella; mientras que de 
grampositivos predominan los géneros Bifidobacterium, Actinomyces, Clostridium, Ruminococcus 
o Peptostreptococcus entre otros [33]. En menor medida (en orden 106-107) se encuentran los 
anaerobios facultativos como las enterobacterias (principalmente E. coli), Enterococcus spp., 
Streptococcus spp. o Lactobacillus spp. 
Los enterococos constituyen una población minoritaria (<1% en yeyuno e íleon y en 
torno al 1% en el colon) dentro de la microbiota intestinal. En el ser humano, colonizan de 
manera temprana el TGI, detectándose ya en los primeros días tras el nacimiento. En la 
mayoría de estudios, E. faecalis es la especie más frecuentemente detectada en el TGI (~50% 
de todos los enterococos) seguida por E. faecium. La concentración de estas dos especies en las 
heces de un individuo sano se encuentra en el rango de 105-107 por gramo de heces para E. 
faecalis y 104-105 para E. faecium [20,34]. 
Durante muchos años, se consideró a los enterococos como patógenos oportunistas, 
ya que sólo producían infecciones de manera esporádica, principalmente en pacientes muy 
graves. Sin embargo, durante las últimas tres décadas E. faecalis y sobre todo E. faecium han 
emergido a nivel mundial como causa importante de infección nosocomial, particularmente 
en pacientes inmunocomprometidos [35].  
Una de las características más importantes que han conducido a la emergencia de una 
población de E. faecium altamente adaptada al hospital, es su capacidad inicial de colonizar el 
TGI seguido de su persistencia, más que su capacidad letal. Además, algunos autores han 
observado que el sobrecrecimiento de determinadas poblaciones de E. faecium a nivel intestinal 
(108-109 UFC/ g) precede a la infección en la gran mayoría de pacientes [36]. 
A continuación, se describen algunas de las características que han contribuido a la 




2. Enterococcus faecium 
Hasta los años 80, E. faecium se consideraba un mero microorganismo comensal del TGI y las 
infecciones en las que se documentaba su aislamiento eran minoritarias. Sin embargo, durante 
los últimos 30 años se ha convertido en una de las principales causas de infección en el ámbito 
hospitalario que suponen, además, un reto terapéutico, debido al gran número de antibióticos 
a los que presenta resistencia [35].  
La evolución de E. faecium de comensal intestinal a patógeno oportunista es un proceso 
complejo y secuencial en el que parecen haber intervenido distintos factores, como la 
adquisición de determinantes de resistencia, virulencia y persistencia. Su expresión supone una 
ventaja adaptativa ya que facilitan, por un lado, la colonización de distintos epitelios (urinario, 
oral o intestinal) y por otro, su adhesión a una gran variedad de proteínas de la matriz 
extracelular. A continuación, se detallan los más importantes, caracterizados hasta la fecha. 
 
2.1. Factores asociados a virulencia y persistencia 
La capacidad de E. faecium de colonizar, persistir y producir infección en distintos huéspedes 
se ha visto potenciada, entre otros factores, por su capacidad de producir bacteriocinas, 
proteínas de adhesión a la matriz extracelular o de crecer en biopelículas. 
2.1.1. Determinantes de la superficie celular 
Los determinantes de la superficie celular son proteínas que contribuyen a la colonización del 
TGI humano bien por acción directa o por intervención en el proceso de formación de 
biopelículas (tabla 1). 
La proteína de superficie enterocócica (EspEfm), está codificada por genes adquiridos como 
parte de una isla de patogenicidad [37] y su expresión se ha demostrado importante en la 
formación de biopelículas y adherencia a células del epitelio urinario [38,39]. Esta proteína se 
encuentra ampliamente distribuida en aislados clínicos de E. faecium, lo que apoya su papel en 
la virulencia de este microorganismo [40]. 
 
Tabla 1. Factores asociados a virulencia en E. faecium (modificado de Sava y cols., 2010). 
 
 
Abreviaturas: Esp, proteína de superficie enterocócica; Acm, adhesina de unión a colágeno de                   
E. faecium; Scm, segunda adhesina de colágeno de E. faecium; EcbA, proteína A de unión a colágeno de 
E. faecium; ITU, infección de tracto urinario. 
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Bajo el nombre de “componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas 
de adhesión de la matriz extraceular”, del inglés MSCRAMMs, se engloban una serie de 
proteínas que interaccionan de manera específica con otras proteínas de la matriz extracelular 
y que son importantes en fases tempranas de la infección. Aunque se han descrito más de 15, 
las proteínas de unión a colágeno, Acm, EcbA y Scm son las mejor caracterizadas. Las dos 
primeras contribuyen a la patogénesis experimental de la endocarditis y se detectan 
mayoritariamente en E. faecium asociados al hospital [41–45].  
 Las proteínas PilA y PilB, están implicadas en la formación del pili en E. faecium, y aunque 
su papel en la virulencia no está completamente esclarecido, su similitud estructural con los 
genes del custer ebp de E. faecalis, sugieren una posible implicación en la adhesión al 
hospedador [41,42,46].  
2.1.2. Otros elementos 
La presencia de otros elementos, como grandes plásmidos transferibles o megaplásmidos         
(> 150 kb) son comunes en aislados clínicos de E. faecium y parecen tener un papel en la 
virulencia [47]. Con frecuencia contienen genes implicados en el metabolismo de distintos 
carbohidratos, como el gen hylEfm. Inicialmente se sugirió, erróneamente, que este gen 
codificaba para un hialuronidasa [48]. Sin embargo, estudios más recientes de secuenciación 
han demostrado que, en realidad, codifica para una glicosiltransferasa que permite la 
utilización de carbohidratos complejos [49,50]. Además, se ha comprobado que la 
transferencia de estos plásmidos a cepas comensales de E. faecium que no los contienen, 
incrementa tanto su virulencia (en un modelo experimental de peritonitis) como su capacidad 
de colonización gastrointestinal [51,52]. 
2.1.3. Bateriocinas  
Las bacteriocinas son pequeños péptidos, sintetizados como pre-péptidos, que se liberan al 
exterior celular y que tienen capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias relacionadas. 
Las bacteriocinas de las bacterias grampositivas pueden pertenecer a dos clases diferentes de 
péptidos estables al calor, la clase I o lantibióticos (contienen aminoácidos como lantionina, 
metilalantionina, dehidroalanina o ácido 2-aminoisobutírico), o la clase II o no lantibióticos. 
Ambas presentan una gran diversidad en cuanto a estructura, espectro y modo de acción y 
secreción [53].  
La mayoría de las bacteriocinas producidas por los enterococos pertenecen a la clase 
II y tienen actividad frente a Listeria spp., Clostridium spp. y Staphylococcus aureus [53,54]. En  
E. faecium se han caracterizado un gran número hasta la fecha (Bac43, Bac32, 
EntL50a/EntL50b, EntQ, EntA, EntB y EntP). La producción de estos compuestos puede 
suponer una ventaja en el establecimiento de poblaciones de E. faecium a nivel intestinal, 
ayudándole a competir por el nicho ecológico.   
Se ha propuesto que el efecto bactericida que ejercen las bacteriocinas de enterococos 
(clase IIa) se deba a la permeabilización de la membrana celular. Los péptidos, al entrar en 
contacto con la membrana celular forman una estructura helicoidal que se incorpora dentro 
de la misma generando un poro. Este mecanismo de acción, caracterizado inicialmente para 
la enterocina P, induce la fuga de iones K+, la despolarización de la membrana y en última 







Figura 1. Producción de bacteriocinas en una muestra fecal de un bebé de 6 meses y mecanismo de 
acción propuesto para una bacteriocina de clase II. En la imagen de la izquierda las flechas indican la 
zona de inhibición de crecimiento debido a la producción de bacteriocinas por enterococos presentes en 
las heces. En la imagen de la derecha se representa cómo las bacteriocinas se unen a la membrana celular 
de otras bacterias haciendo que un canal tipo permeasa se mantenga abierto. Esto conduce a la fuga de 
electrolitos y destrucción de la integridad de la membrana (A y B). En la imagen C se muestra como, en 
la bacteria productora, una proteína de inmunidad se une a uno de los dominios transmembrana de la 
proteasa, impidiendo la apertura del poro por la bacteriocina. 
 
 
Las cepas productoras de bacteriocinas se han aislado de ambientes muy diversos, pero 
parecen ser más comunes en muestras procedentes de alimentos (quesos, carnes, pescados y 
verduras), así como en el TGI de animales y humanos. Algunos aislados tanto de E. faecium 
como de E. faecalis se han empleado durante más de 20 años en la industria alimentaria como 
agentes preservantes y de manera más reciente como probióticos, tratando de evitar el 
sobrecrecimiento de patógenos en el TGI [56]. 
2.1.4. Formación de biopelículas 
Las biopelículas son comunidades bacterianas organizadas, embebidas en una matriz 
extracelular polimérica, que se originan como resultado de la adherencia de microorganismos 
en fase planctónica a una superficie vital o inerte. La matriz extracelular que los envuelve 
constituye un 85% del total de la biomasa y está formada fundamentalmente por 
exopolisacáridos, ADN extracelular, polipéptidos y productos derivados de la lisis bacteriana 




El verdadero papel que desempeñan las biopelículas en la emergencia de E. faecium 
como patógeno oportunista se desconoce con exactitud en la actualidad. De hecho, y a 
diferencia de E. faecalis, apenas existen trabajos que expliquen el repertorio genético y el 
proceso que facilita el crecimiento de las células bacterianas en biopelículas y la mayoría de 
los existentes se han realizado in vitro sobre superficies de poliestireno [58].Sin embargo, la 
importancia de este proceso en la colonización de catéteres y otros dispositivos implantables, 
así como en la patogenia de infecciones como la endocarditis o la infección urinaria han 
conducido a un aumento del interés por su estudio. 
Como resultado de los estudios llevados a cabo en las dos últimas décadas se ha 
avanzado mucho en la identificación de determinantes enterocócicos implicados en la 
formación de biopelículas. En E. faecium los mejor caracterizados son la proteína Esp, Acm o 
PilB, descritos arriba. Con respecto al primero, varios trabajos han correlacionado los niveles 
de expresión de Esp en la superficie bacteriana con la adherencia inicial al sustrato y la 
posterior formación de biopelículas [37,59].  
 
2.2. Resistencia antibiótica 
La resistencia a los antibióticos tiene un papel relevante en la mayoría de nichos ecológicos en 
los que E. faecium habita de manera natural, en particular, el TGI. Como parte de la microbiota 
comensal de este tracto, las poblaciones de E. faecium intestinales, pueden verse expuestas a 
una infinidad de antibióticos durante un tratamiento médico en el curso de un ingreso 
hospitalario. En este contexto, la resistencia antibiótica desempeña un papel fundamental en 
la dinámica ecológica que tiene lugar durante, y una vez finalizado el tratamiento, ya que 
puede facilitar el sobrecrecimiento y selección de una población resistente, en detrimento de 
poblaciones sensibles a estos antimicrobianos. En el caso particular de E. faecium, su resistencia 
intrínseca a varias familias importantes de antibióticos (ej: β-lactamicos y aminoglicosidos) y 
la adquisición de resistencia a distintos antibióticos de uso clínico por parte de esta especie ha 
facilitado la emergencia de este patógeno a nivel nosocomial. 
Además, la resistencia adquirida a la mayoría de los antibióticos usados en la terapia 
frente a E. faecium ha llevado a que el CDC declare esta especie bacteria un problema de salud 
pública (https://www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013/). La importancia clínica 
de la resistencia es mayor en el caso de los β-lactámicos, aminoglucósidos y glucopéptidos, por 
constituir las principales opciones terapéuticas disponibles ante infecciones graves producidas 
por este microorganismo. 
2.2.1. Tipos de resistencia 
E. faecium tiene y puede adquirir la gran mayoría de mecanismos de resistencia descritos hasta 
la fecha para el género Enterococcus. Así, la resistencia a los antibióticos en el género 
Enterococcus puede ser de dos tipos: resistencia intrínseca y adquirida (figura 2).  
  
11 
 La resistencia intrínseca se define como una propiedad inherente a los miembros de una 
determinada especie que los hace insensibles a la acción de un determinado antimicrobiano. 
Está codificada por determinantes genéticos cromosómicos y se debe, bien a la ausencia de 
una diana farmacológica o bien a la penetración insuficiente del fármaco en el lugar de acción 
intracelular El ejemplo más característico son las cefalosporinas, a las que los enterococos 
presentan resistencia por carecer de proteínas de unión a penicilinas (PBPs) que se unan con 
alta afinidad a ellas [60]. De igual manera, los enterococos presentan resistencia de bajo nivel 
a aminoglucósidos, debido a la incapacidad de estas moléculas tan grandes y polares de 
acceder al interior celular. 
La resistencia adquirida se debe bien a la aparición de mutaciones a nivel cromosómico o bien 
a la adquisición de elementos genéticos como plásmidos o transposones que codifican para 
genes de resistencia a diferentes antibióticos [61]. Este tipo reviste especial importancia en la 
emergencia de cepas multirresistentes a nivel hospitalario. En E. faecium se han identificado 
una amplia variedad de transposones y plásmidos que confieren resistencia a casi todas las 
familias de antibióticos (aminoglucósidos, macrólidos, glucopéptidos, β-lactámicos, 
quinolonas, tetraciclinas, oxazolidindionas, lincosamidas, estreptograminas, lipopéptidos y 
glicilciclinas) [62].  
Existe un fenómeno adicional conocido con el nombre de tolerancia que se define 
como la capacidad de un determinado microorganismo de resistir la acción bactericida de un 
antibiótico cuando éste se encuentra en niveles inferiores a la concentración mínima inhibitoria 
(CMI). Se debe a la existencia de una población de células microbianas, genéticamente 
diferentes, que se encuentran en un estado transitorio de no división y que no mueren o lo 
hacen muy lentamente. Genéticamente se explica por la presencia de mutaciones en los genes 
que regulan la activación final de las autolisinas o murein-hidrolasas, que tienen una acción 
letal para la bacteria. El antimicrobiano pierde su actividad bactericida pero mantiene su 
actividad bacteriostática ya que la diana farmacológica no se ve afectada sino la lisis celular 
[63]. 
Los enterococos son tolerantes a la acción bactericida normal de los agentes activos de 
pared, principalmente los β-lactámicos y los glucopéptidos. Sin embargo, ésta puede salvarse 
mediante la combinación de estos antibióticos con un aminoglucósido. El mecanismo por el 
cual se produce esta sinergia entre ambos antibióticos se desconoce, pero los resultados in vitro 
demuestran la entrada al interior celular de una mayor cantidad de aminoglucósido que podría 
deberse al aumento de capatación promovido por los agentes activos de pared. La 
combinación sinérgica de estos antibióticos se emplea con frecuencia en la práctica clínica para 
el tratamiento de infecciones graves como endocarditis o bacteriemia en los que la 




Figura 2. Principales mecanismos de resistencia intrínseca y adquirida descritos para las especies del 
género Enterococcus (modificado de Top y cols.,2007; Arias y cols. [47,65]). Abreviaturas: PG, 
peptidoglicano.  
 
2.2.2. Mecanismos moleculares de resistencia 
A continuación, se describen los mecanismos de resistencia de E. faecium a los principales 
antibióticos con utilidad clínica: 
Antibióticos que actúan sobre la pared celular 
β- lactámicos  
Los antibióticos β- lactámicos bloquean la síntesis del peptidoglicano al actuar como 
inhibidores suicidas de las D, D-transpeptidasas (también conocidas como PBPs) que catalizan 
el entrecruzamiento de las cadenas laterales (pentapéptido) durante la síntesis del 
peptidoglicano. En enterococos se han descrito más de 5 tipos diferentes de PBPs. Como se 
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avanzó más arriba, todos los enterococos presentan una resistencia natural a los antibióticos 
β- lactámicos que varía con la clase estructural del mismo. De manera que las penicilinas, 
principalmente ampicilina, son las que muestran una mayor actividad seguidas de los 
carbapenems y las cefalosporinas en último lugar. Tanto es así, que las cefalosporinas no sólo 
son completamente inefectivas para el tratamiento de infecciones enterocócicas sino que 
constituyen un factor de riesgo para desarrollar una infección por estos microorganismos 
[19,64,66]. 
 La resistencia de alto nivel a β- lactámicos en E. faecium se debe principalmente a la 
hiperproducción o mutación de los genes que codifican para la PBP5, enzima con una baja 
afinidad intrínseca por las penicilinas [67–69]. Cuando la resistencia a penicilinas se debe a 
mutaciones, se producen substituciones aminoacídicas cerca del centro activo de las PBPs que 
justifican la disminución de la afinidad del antibiótico a la PBP y el aumento de resistencia à 
los β-lactámicos. En E. faecium se han descrito dos grupos bien diferenciados de PBP5, basados 
en su secuencia aminoacídica: uno que confiere alto nivel de resistencia a ampicilina 
(denominado PBP-5-R), asociado al hospital y otro generalmente asociado a la comunidad 
(PBP-5-S), con CMIs mucho menores a ampicilina (<64 mg/L) [64]. 
 De manera excepcional, se ha descrito en cepas de E. faecium aisladas en EE. UU., la 
producción de una β-lactamasa semejante a la la β-lactamasa estafilocócica de clase A 
codificada por el gen blaZ (>95% homología). A diferencia de ésta, la detectada en cepas de E. 
faecium se expresa en un nivel menor y de manera constitutiva, lo que puede dificultar su 
detección en el laboratorio debido a un importante efecto inóculo [70].  
Se han identificado otros mecanismos de menor importancia que pueden conferir 
resistencia a este grupo de antibióticos. Este es el caso de la L, D-transpeptidasa detectada in 
vitro y codificada por el gen ldtEfm, que utiliza un tetrapéptido como sustrato en lugar del clásico 
pentapéptido. Se ha postulado que esta enzima pueda estar involucrada en el mantenimiento 
del peptidoglicano durante la fase estacionaria de crecimiento [71]. Recientemente se han 
identificado otros genes que pueden estar relacionados con la resistencia a ampicilina como 
ddcP (que codifica para una D-Ala-D-Ala-carboxipeptidasa), pgt (que parece codificar para una 
glicosil transferasa de la familia de proteínas del grupo 2) y lytG ( una exo-glucosaminidasa 




Los glucopéptidos son una familia de antibióticos que se unen con alta afinidad al extremo D-
alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala) de los precursores del peptidoglicano en la membrana externa, 
bloqueando principalmente el entrecruzamiento de cadenas nacientes del peptidoglicano 
(transpeptidación) y por tanto la síntesis de la pared celular [73]. Los principales representantes 
del grupo son la vancomicina y la teicoplanina, aunque en los últimos años se han desarrollado 
y comercializado nuevos compuestos relacionados denominados glicolipopéptidos, como la 
telavancina, oritavancina, dalbavancina, que se abordarán más adelante en el apartado de 
tratamiento de esta introducción.  
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El fundamento bioquímico de la resistencia radica en la modificación de la diana 
farmacológica al sintetizarse precursores de peptidoglicano cuyos aminoácidos terminales son 
D-Ala-D-Lac o D-Ala-D-Ser, en lugar del precursor nativo D-Ala-D-Ala. Estos precursores 
alterados siguen sirviendo como sustratos para la síntesis de la pared celular pero los cambios 
aminoacídicos determinan una disminución en la afinidad por los glucopéptidos de 
aproximadamente 7 veces, en el caso de la terminación D-Ala-D-Ser (bajo nivel de resistencia), 
y de hasta 1000 veces cuando la terminación es D-Ala-D-Lac. En este último caso, la sustitución 
de D-Ala por D-Lac supone la eliminación de uno de los 5 puentes de hidrógeno necesarios 
para la unión de la vancomicina al peptidoglicano [74] (figura 3). 
La capacidad de sintetizar estos precursores alternativos está codificada en operones 
que, generalmente, se encuentran contenidos en elementos genéticos móviles. Sin embargo, 
en otras especies diferentes a E. faecium (E. gallinarum, E. casseliflavus), la resistencia a los 
glucopéptidos puede ser de codificación cromosómica, como parte del genoma core de estas 
especies por lo que se dicen intrínsecamente resistentes a glucopéptidos. Hasta la fecha se han 
descrito en el género Enterococcus ocho operones distintos que confieren resistencia adquirida 
a glucopéptidos, nombrados en función de la ligasa para la que codifican, (vanA, vanB, vanD, 
vanE, vanG, vanL, vanM, vanN) y uno que confiere resistencia intrínseca (vanC) [34,74–77], 
aunque sólo los genotipos vanA, vanB, vanD, vanM y vanN, se han detectado en E. faecium.  
 
Tabla 2. Tipos de resistencia adquirida a glucopéptidos en el género Enterococcus. 
 
Abreviaturas: CMI, concentración mínima inhibitoria; Efm, E. faecium; Efc, E. faecalis; Edu, E. durans; 
Ehi, E. hiriae; Egl, E. gallinarum; Ecs, E. casseliflavus; Erf, E. raffinosus; Eav, E. avium; Emd, E. mundtii; Efv, 
E. flavescens; Pl, plasmídica, Cr, cromosómica; PG, peptidoglicano.  
 
Los fenotipos que se han detectado más frecuentemente tanto en E. faecium como en el 
resto de enterococos son vanA y vanB, que también se han encontrado de manera esporádica 
en otras especies como Corynebacterium, Streptococcus y Staphylococcus (vanA) y en diversas 




El operón vanA se asocia con el transposón Tn1546 (familia Tn3) de localización 
plasmídica y confiere alto nivel de resistencia (precursor alternativo es D-Ala-D-Lac) a 
vancomicina y teicoplanina. Por el contrario, el operón vanB suele estar contenido en un 
transposón conjugativo (Tn1549 oTn5382) de localización cromosómica, aunque también 
puede insertarse en plásmidos conjugativos. Este genotipo confiere resistencia de moderado o 
alto nivel a vancomicina, pero no a teicoplanina, que es inducible por el primero, pero no por 
la teicoplanina (tabla 2). La estructura molecular de estos genotipos y su regulación se 
explicará con más detalle en el capítulo III. 
 
Figura 3. Síntesis del peptidoglicano y mecanismo de acción de los glucopéptidos. La interacción de la 
vancomicina con el precursor nativo D-Ala-D-Ala se lleva a cabo por un puente de hidrógeno más que 
el precursor alternativo D-Ala-D-Lac, lo que conlleva una disminución de la afinidad. 
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El operón vanC (vanC1, vanC2 y vanC3) se expresa de manera constitutiva en las especies E. 
gallinarum, E. casseliflavus y E. flavescens y codifica para un precursor terminado en D-Ala-D-Ser, 
responsable de su bajo nivel de resistencia a la vancomicina y teicoplanina [74]. Recientemente 




La daptomicina pertenece al grupo de los antibióticos denominados lipopéptidos y tiene una 
potente acción bactericida frente a organismos grampositivos. El mecanismo de acción no se 
ha dilucidado completamente, pero se cree que la inserción de la daptomicina en la membrana 
requiere la presencia de calcio y tiene lugar de manera preferente en los septos de división. 
Tras la inserción, la daptomicina sufre una oligomerización y forma poros en la membrana. 
Esto conduce a la despolarización de la membrana por fuga de iones potasio y en última 
instancia a la muerte celular [82]. La oligomerización de la daptomicina en la cara externa de 
la membrana parece ser dependiente de fosfatidilglicerol mientras que la cardiolipina parece 
influir en la capacidad de estos oligómeros de acceder a la cara interna de la membrana [83,84]. 
La resistencia a daptomicina se ha observado en aislados clínicos de enterococos tras 
la administración de este antibiótico y principalmente en E. faecium, ya que se asocian con más 
frecuencia a multirresistencia y, por tanto, la daptomicina se prescribe más para estas 
infecciones. Hasta la fecha, los principales mecanismos de resistencia caracterizados se asocian 
con mutaciones en genes involucrados en la síntesis y renovación de los fosfolípidos de la 
membrana y parecen ser dependientes de especie [66]. 
 En E. faecium, al contrario que en E. faecalis, la resistencia a daptomicina se ha asociado con 
la repulsión electrostática de ésta de la membrana celular y no tanto a la desviación de la unión 
a los septos de división. El estudio del genoma completo de dos cepas de E. faecium sensible y 
resistentes a daptomicina durante el tratamiento reveló cambios en ocho genes distintos [85]. 
De ellas se consideran más relevantes las que afectan a los genes cfa (que codifica para una 
ciclopropano sintasa involucrada en el metabolismo de fosfolípidos) [86], cls (codifica para una 
cardiolipina sintasa) y mayoritariamente a liaFSR (un sistema regulatorio de tres componentes 
que coordina la respuesta de la envoltura celular a antibióticos y péptidos antimicrobianos en 
bacterias grampositivas). Las mutaciones que afectan al sistema LiaFSR originan alteraciones 
en la actividad del sistema de señalización, pudiendo alterar las propiedades de la membrana 
celular de manera que la daptomicina no pueda unirse a la membrana o lo haga 
ineficientemente [87]. 
 
Antibióticos que actúan sobre el ribosoma 
Aminoglucósidos 
Los aminoglucósidos son una familia de antibióticos con actividad bactericida que bloquean 
la síntesis de proteínas mediante su unión al sitio A de la subunidad 30 S ribosomal. Todos los 
enterococos poseen intrínsecamente una resistencia de bajo nivel a los aminoglucósidos debido 
a la existencia de un transporte deficiente al interior de la bacteria (CMI: 4-64 g/L para la 
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gentamicina y 16-256 mg/L para estreptomicina). Este es el motivo por el que no se utilizan 
en monoterapia en el tratamiento de las infecciones enterocócicas [66]. 
 E. faecium posee además una enzima codificada en el cromosoma, 6’-acetiltransferasa 
(AAC(6’)-Ii), con capacidad para hidrolizar la tobramicina, kanamicina y netilmicina, que le 
confiere un bajo nivel de resistencia [88]. Además, esta resistencia moderada a los 
aminoglucósidos se ve potenciada por la acción de la metiltransferasa EfmM que aumenta la 
resistencia a la kanamicina y tobramicina [89]. Debido a estos mecanismos, sólo la 
estreptomicina y la gentamicina se usan de forma fiable, combinados con β- lactámicos en la 
práctica clínica. 
 El principal mecanismo de resistencia adquirido es la presencia de enzimas modificantes de 
aminoglucósidos, que confieren resistencia de alto nivel (Ran) a este grupo de antimicrobianos. 
Estas enzimas, generalmente adquiridas en elementos genéticos móviles, pueden ser 
fosfotransferasas (APH), acetiltransferasas (AAC) o nucleotidiltransferasas (ANT), en función 
del grupo funcional que transfieran al aminoglucósido. La presencia de alguna de estas 
enzimas tiene una relevancia clínica adicional, ya que anula la acción sinérgica bactericida 
cuando se combinan con agentes activos de pared celular, impidiendo por tanto su uso clínico. 
En el laboratorio su presencia se detecta bien por microdilución (estreptomicina resistente > 
512 mg/L, gentamicina resistente >128 mg/L o difusión con disco (300 µg de estreptomicina, 
30 µg de gentamicina). 
 La resistencia a estreptomicina se debe bien a cambios en la unidad 30S ribosomal (CMIs 
que van de 4.000-16.000 mg/L) [90] o a la inactivación enzimática por adeniltransferasas 
(ANT (6’)-Ia y ANT(3’’)-Ia) [91]. De manera semejante, la resistencia a gentamicina se debe 
principalmente a la acción de la enzima bifuncional AAC (6′)-Ie/APH (2′)-Ia, que tiene tanto 
actividad acetiltransferasa y fosfotransferasa, y que confiere resistencia a todos los 
aminoglucósidos con la excepción de la estreptomicina [92]. Se han descrito otros genes que 
codifican para fosfotransferasas que afectan a la actividad de la gentamicina: APH (2´)-Ic, que 
también afecta a tobramicina; APH (2’)-Id con actividad hidrolítica sobre la gentamicina, pero 
no amikacina y APH (2’)-Ib que afecta a todos los aminoglucósidos con la excepción de 
estreptomicina y amikacina [66]. En general, salvo alguna excepción, la resistencia de alto 
nivel a gentamicina conlleva resistencia al resto de aminoglucósidos salvo la estreptomcina y 
la resistencia de alto nivel a este último sólo implica resistencia a este antibiótico. 
 
Macrólidos, estreptograminas y lincosamidas 
Los macrólidos y las lincosamidas no se utilizan para el tratamiento de las infecciones 
producidas por enterococos por ser éstos intrínsecamente resistentes a clindamicina y con 
frecuencia también a macrólidos. Por este motivo, a continuación, sólo se describe el 
mecanismo de resistencia a estreptograminas.  
 Quinupristina-dalfopristina es una combinación de las estreptograminas A (Dalfopristina) y 
B (quinupristina) en una proporción 70-30. Ambas inhiben la síntesis de proteínas mediante la 
unión a la subunidad 50S del ribosoma, pero en dos etapas diferentes: dalfopristina bloquea la 
incorporación de nuevos aminoacil-tARN al sitio A y aumenta la afinidad de quinupristina 
por el ribosoma 10 veces y quinupristina inhibe la elongación [93]. Esta combinación de 
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estreptograminas puede emplearse en infecciones producidas por                 E. faecium, pero no 
E. faecalis, por ser intrínsecamente resistente a la estreptogramina A. 
 La resistencia adquirida a esta combinación en cepas de E. faecium puede deberse a varios 
mecanismos: i) genes vatA, vatD y vatE que codifican para acetiltransferasas que inactivan la 
estreptogramina A , ii) el gen vgbA, cuya expresión implica la escisión enzimática del anillo 
lactónico de la estreptogramina B [66,94], iii) bombas de expulsión como la codificada por 




El linezolid y el tedizolid son los dos principales representantes de esta familia de antibióticos 
con actividad bacteriostática. Su mecanismo de acción se basa en la inhibición de la síntesis 
de proteínas al impedir el correcto posicionamiento del aminoacil-tARN en el sitio A del 
ribosoma y por lo tanto el alargamiento de la cadena polipeptídica naciente [96]. 
Se han descrito varios mecanismos de resistencia adquirida a oxazolidindionas en 
enterococos, en su mayoría comunicados tras la administración de tratamientos de larga 
duración con linezolid. El mecanismo que se ha detectado con mayor frecuencia es la 
presencia de mutaciones puntuales en los genes que codifican el rARN, principalmente la 
transversión G2576T (numeración de E. coli) a nivel del dominio V del 23S rARN [97]. 
Además, se ha observado la existencia de correlación entre el número de alelos mutados del 
gen 23S rARN y el grado de resistencia a linezolid [98,99]. 
 
 
Figura 4. Principales mecanismos moleculares de resistencia a linezolid en E. faecium. A. Estructura del 
dominio V del 23S rARN y mutación más frecuente. B. mecanismo de acción del gen cfr. 
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Paralelamente se ha comunicado el incremento en las CMIs de linezolid cuando 
existen mutaciones en las proteínas ribosomales L3 y L4 que rodean el centro peptidil-
transferasa al que se une el linezolid. Estas mutaciones se identificaron primero en aislados de 
Staphylococcus resistentes a linezolid y posteriormente en aislados de Enterococcus [100]. 
 Otro mecanismo de resistencia adquirida se debe a la presencia del gen cfr, que codifica para 
una metilasa que modifica la adenina en posición 2503 del 23S rARN. Este gen se ha asociado 
con la secuencia de inserción IS256 y parece tener un importante papel en la transferencia de 
genes de resistencia a antibióticos [101,102]. Este hecho explicaría, en parte, porqué el gen cfr 
se ha diseminado tan efectivamente entre distintas especies (Staphylococcus, Clostridium o 
Enterococcus) posibilitando su amplia diseminación en el entorno hospitalario [102–105]. La 
expresión de este gen no sólo afecta a la acción de las oxazolidindionas, sino que también 
confiere resistencia cruzada a otros antibióticos que actúan a nivel ribosomal como los 
fenicoles, lincosamidas, pleuromutilinas, macrólidos de 16 átomos de carbono y 
estreptogramina A. Sin embargo, la expresión del gen cfr no afecta a la acción del tedizolid, 
una oxazolidindiona aprobada en 2014 cuyo correcto posicionamiento en el ribosoma no se 
ve afectado por la metilación de la A2503 [106] (figura 4). 
 Por último, se ha identificado recientemente un nuevo gen de resistencia a oxazolidindionas 
con capacidad de transferencia, el optrA. Este gen codifica para un transportador tipo ABC, 
responsable de la adquisición de resistencia a fenicoles y oxazolidindionas (incluyendo 
tedizolid). Hasta la fecha este gen se ha detectado casi de manera exclusiva en enterococos 
[107]. 
 
Antibióticos que actúan sobre el ADN 
Quinolonas  
Las quinolonas son antibióticos bactericidas que inhiben la replicación del ADN mediante 
unión a las topoisomerasas de tipo II (ADN girasa y la topoisomerasa IV), responsables del 
superenrrollamiento de las hebras de ADN. Estas dos enzimas son tetrámeros constituidos por 
dos subunidades de GyrA y GyrB, la primera y de ParC y ParD, la segunda.  
Los enterococos presentan una resistencia de bajo nivel a quinolonas y pueden adquirir 
resistencia de alto nivel mediante distintos mecanismos. El principal tiene lugar por 
mutaciones en las “regiones determinantes de resistencia a quinolonas” (del inglés QRDR) de 
los genes que codifican para la girasa o a topoisomerasa, principalmente gyrA y parC. Estas 
mutaciones evitan la unión del antibiótico a la enzima y permiten que continúe la replicación 
aún en presencia del antibiótico. Tanto en E. faecalis como en E. faecium, el gen parC es locus 
primario en el que se producen mutaciones, mientras que mutaciones adicionales en gyrA se 
asocian con la adquisición de alto nivel de resistencia [108–111]. En general, la mayoría de las 
cepas resistentes presenta mutaciones en ambos genes. Estas mutaciones originan cambios 
aminoacídicos que con frecuencia tienen lugar en la posición Ser83 de la ADN girasa y/o en 
la Ser80 de la topoisomerasa IV [112].  
Se han descrito otros mecanismos minoritarios como la presencia de bombas de 
expulsión del tipo NorA, que son capaces de liberar al exterior celular quinolonas hidrofílicas 
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como ciprofloxacino o norfloxacino [113]. Sin embargo, su verdadera implicación en el 
desarrollo de resistencia clínica en E. faecium no se ha esclarecido. 
 
2.2.3. Epidemiología de la resistencia: importancia de la ampicilina y vancomicina 
En EE.UU. la emergencia de E. faecium como un importante patógeno nosocomial se empezó 
a documentar en la década de los 80, cuando se produjo un aumento en el número de 
infecciones y brotes por E. faecium resistente a ampicilina en los hospitales de todo el país. Este 
incremento no sólo tuvo una repercusión directa sobre el aumento del número de infecciones 
enterocócicas nosocomiales, sino que se asoció con un remplazo parcial de E. faecalis por           
E. faecium como causa de infección [47,114,115]. Además, se relacionó con el aumento en el 
consumo de cefalosporinas de amplio espectro, a las que los enterococos presentan resistencia 
intrínseca [116]. 
Una década después, se evidenció un aumento de la colonización por enterococos 
resistentes a la vancomicina (EVR) en pacientes hospitalizados, en primer lugar, y del número 
de infecciones posteriormente [65,117]. Inicialmente la diseminación se debió a la transmisión 
cruzada de unos pocos clones que evolucionó gradualmente a una situación policlonal, 
responsable de la situación endémica existente en la actualidad en los hospitales 
estadounidenses. En la práctica mayoría de los casos tanto de colonización como de infección, 
la especie predominante fue E. faecium [118]. Se ha sugerido que este incremento, que no se 
observó en la comunidad, pudiera deberse al empleo de vancomicina vía oral para el 
tratamiento de la diarrea asociada a Clostridium difficile en estos hospitales (4-10 veces superior 
que su uso por sus homólogos europeos) [64].  
En Europa, por el contrario, se observó un decalaje de 10 años en el aumento de la 
detección de E. faecium resistente a ampicilina, que no se produjo hasta entrados los años 90 
[119,120]. Sin embargo, y aunque el primer aislado clínico de EVR se detectó en Francia [121], 
la epidemiología de los EVR difiere sustancialmente con la observada en EE.UU. En el 
continente europeo, el aumento de EVR se detectó en un primer momento a nivel comunitario, 
en muestras del TGI de personas sanas y animales de granja [122–125]. De hecho, existe en la 
actualidad evidencia suficiente que correlaciona el empleo del glucopéptido avoparcina y la 
emergencia de EVR en Europa. Esta asociación condujo a la prohibición, en 1996, del uso de 
la avoparcina como promotor del crecimiento animal en granjas de la Unión Europea [126]. 
Aunque tras esta prohibición, la prevalencia de EVR en animales disminuyó notablemente, 
los estudios de vigilancia epidemiológica demostraron un aumento paulatino en las infecciones 
por EVR durante la pasada década [127].  
En la actualidad más del 90% de los aislados clínicos de E. faecium en EE.UU. son 
resistentes a vancomicina y más del 80% lo son también a ampicilina. En Europa, por el 
contrario, la mayoría de las infecciones se deben a E. faecium resistente a ampicilina y sensible 




2.3. Infecciones  
El papel papel patógeno de los enterococos se conoce desde finales del siglo XIX [4]. Sin 
embago, la epidemiología de las infecciones ha variado a lo largo del pasado siglo debido a 
numerosos factores. Entre ellos quizá el más importante sea la introducción de un número 
importante de compuestos con actividad anti-enterocócica en el arsenal terapéutico, a los que 
estos microorganismos han ido desarrollando resistencia en mayor o menor medida.  
Los enterococos pueden producir distintos tipos de infección que van desde infecciones 
urinarias, de piel y tejidos blandos hasta las que quizá tengan una mayor gravedad clínica 
como la infección abdominal, la bacteriemia y la endocarditis. Hace una década, la gran 
mayoría de infecciones eran debidas a E. faecalis En la actualidad, en torno a un 40% de las 
infecciones enterocócicas se deben a E. faecium, lo que supone un incremento de cerca de un 
10% con respecto a las producidas a principios de los años 90 [128,129]. Este aumento en el 
número de infecciones se asocia además con la adquisición de determinantes de resistencia a 
un gran número de antibióticos, complicando así el tratamiento y convirtiendo a E. faecium en 
uno de los patógenos más importantes a nivel nosocomial. 
 2.3.1. Infección urinaria 
La infección urinaria es la infección enterocócica más frecuente y suele estar confinada a las 
vías bajas (cistitis, prostatitis y epididimitis). Rara vez es causa de cistitits no complicada ya 
que en su mayoría suele producirse en varones de edad avanzada que con frecuencia se 
encuentran ingresados en el hospital o en una institución de larga estancia. Este hecho explica 
porque estas infecciones suelen estar causadas más frecuentemente por enterococos 
multirresistentes [130]. 
 Las especies que se aíslan casi exclusivamente en estas infecciones son E. faecalis y         E. 
faecium, aunque su proporción varía según las series y si se trata de unidades de críticos, donde 
suele predominar E. faecium multirresistente o de población general, donde E. faecium suele 
representar un 30% [131–134]. 
2.3.2. Infección abdominal 
Los enterococos se aíslan en el 11% de las peritonitis adquiridas en la comunidad, en el 50% 
de las posquirúrgicas y en cerca de un 23% de los abscesos intraabdominales, tanto de origen 
comunitario como nosocomial [135]. La mayoría de estos episodios tienen una naturaleza 
polimicrobiana (5-21%) y en ellos se ha encontrado que la presencia de Enterococccus pudiera 
contribuir a la formación de abscesos. Sin embargo, el papel patógeno real que desempeña en 
este tipo de infecciones no se sabe con certeza [136]. Los estudios en este tipo de infección no 
han encontrado un aumento significativo de la mortalidad debido al aislamiento de 
enterococos, salvo en pacientes de avanzada edad ingresados en unidades de críticos [136–
139].  
 A diferencia de las peritonitis secundarias y terciarias, los enterococos pueden ser causa única 
de la peritonitis bacteriana espontánea o de la asociada a diálisis peritoneal. Aunque en estos 
casos su aislamiento es mucho menos frecuente que Escherichia coli en las primeras y los 
estafilococos coagulasa negativos en las segundas. Como en otro tipo de infecciones, el 
aislamiento de E. faecium se ha asociado con la administración previa de antibióticos, 
principalmente cefalosporinas y con la duración de la estancia hospitalaria [130]. 
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2.3.3. Bacteriemia y endocarditis 
La bacteriemia es junto con la endocarditis, la infección más importante, que pueden producir 
los enterococos. De hecho, en la actualidad representan la segunda causa más frecuente de 
bacteriemia asociada a cuidados sanitarios, un incremento desde la sexta causa en los años 80 
[140].  
 La bacteriemia enterocócica tiene unas tasas de mortalidad que oscilan entre 26%-46% y 
algunos estudios han demostrado que esta es mayor cuando E. faecium y no E. faecalis es el 
agente etiológico. En la última década, de manera similar a lo observado en otras infecciones, 
se ha documentado un aumento en el número de bacteriemias producidas por E. faecium. Este 
aumento se ha documentado principalmente en pacientes con algún tipo de inmunosupresión 
(trasplantados u oncohematológicos, principalmente) [141–143] . 
 Los enterococos son responsables del 5-15% de los casos de endocarditis y representan la 
tercera causa más frecuente de endocarditis [144,145]. Al contrario de lo observado en las 
bacteriemias, esta tasa se ha mantenido más o menos estable durante los últimos años. En este 
caso, E. faecalis sigue siendo la principal especie aislada en este proceso infeccioso (cerca de un 
90% de los casos) y E. faecium representa sólo un porcentaje menor de los casos [145]. 
Estas infecciones se abordarán con más detalle en el capítulo II. 
2.3.4. Otras infecciones 
Los enterococos en general y E. faecium en particular, causan otras infecciones de manera 
menos prevalente. Dentro de ellas se incluyen la meningitis, la artritis séptica y osteomielitis 
hematógena o la neumonía [130].  
 
2.4. Tratamiento  
El tratamiento de las infecciones enterocócicas es complejo debido al elevado número de 
antibióticos a los que presentan resistencia intrínseca (cefalosporinas, clindamicina o 
aminogicósidos entre otras) y a los que pueden adquirir (ver apartado 2.2). Este hecho es más 
importante si cabe, en el tratamiento de las infecciones originadas por E. faecium.  
En la elección del tratamiento influyen varios factores como i) la sensibilidad del 
microorganismo a compuestos β- lactámicos (principalmente ampicilina), aminoglucósidos y 
glucopéptidos; ii) si esta es monomicrobiana o polimicrobiana y iii) si existe afectación de las 
válvulas cardiacas u otras estructuras endovasculares [64]. Aunque no es el objetivo de este 
apartado revisar extensamente el tratamiento de todas las infecciones enterocócicas, se resume 
a continuación las bases del tratamiento. 
 De manera muy general y para aquellas infecciones distintas a la endocarditis, la penicilina 
y ampicilina siguen siendo una opción terapéutica interesante para aquellos aislados que son 
sensibles, principalmente las infecciones urinarias. En aquellas infecciones en las que los 
enterococos se aíslan como parte de una flora polimicrobiana, estas penicilinas deberían 
combinarse con otros antibióticos con actividad frente a gramnegativos y anaerobios. En estos 
casos la combinación de las mismas con un inhibidor de β- lactamasa (tazobactam o ácido 
clavulánico) es una de las alternativas más frecuentes (salvo que exista un alto riesgo de bacilos 
gramnegativos multirresistentes en esa área). En pacientes con alergia a antibiótios                       
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β- lactámicos, siempre que pueda usarse la vía intravenosa, el empleo de un glucopéptido, ya 
sea vancomicina o teicoplanina, podría emplearse para el tratamiento de infecciones 
enterocócicas no complicadas [145,146]. 
 El tratamiento de la endocarditis suele realizarse con combinaciones de agentes activos de 
pared (glucopéptidos o β- lactámicos) y aminoglucósidos. Al contrario que para la mayoría de 
infecciones enterocócicas, la resistencia de alto nivel a aminoglucósidos va a condicionar la 
elección del tratamiento ya que impide la utilización de los aminoglucósidos en combinación. 
Sin embargo, varios trabajos demuestran que el éxito terapéutico no varía entre cepas con alto 
nivel de resistencia a aminoglucósidos o sin ella [64,146].  
Recientemente se han publicado varios estudios que demuestran que la combinación 
ampicilina y ceftriaxona en el tratamiento de la endocarditis por cepas de E. faecalis sin 
resistencia de alto nivel a aminoglucósidos es tan efectivo como las cominaciones de 
ampicilina con gentamicina. Sin embargo, estos resultados no son aplicables a la endocarditis 
por E. faecium [147,148]. 
La daptomicina, es un lipopéptido con actividad bactericida, aprobado por la EMEA 
en el año 2006 para el tratamiento de infecciones de piel y partes blandas por microorganismos 
gram-positivos, así como endocarditis/bacteriemia por Staphylococcus aureus. Aunque no se 
encuentra dentro de las indicaciones de la ficha técnica, la actividad bactericida de la 
daptomicina justifica parcialmente que se haya administrado, generalmente en combinación, 
en el tratamiento de infecciones por E. faecium multirresistente. Sin embargo, un meta-análisis 
reciente revela una mayor mortalidad a los 30 días cuando se empleó daptomicina para el 
tratamiento de la bacteremia por EVR en comparación a linezolid [149].  
El linezolid es un antibiótico con actividad bacteriostática, con buena 
biodisponibilidad vía oral, que presenta actividad tanto frente a E. faecalis como E. faecium 
[150]. Pese a que la FDA americana aprobó el uso de linezolid para algunas infecciones por 
EVR y que la Asociación Americana del Corazón lo recomienda en el tratamiento de 
endocarditis por enterococos multirresistentes, su uso en infecciones graves es controvertido, 
por no tener un efecto bactericida y por la escasez de ensayos clínicos aleatorizados que apoyen 
su utilización. Sin embargo en un estudio del 2003 en el que evaluaron el tratamiento de la 
bacteriemia por EVR con linezolid, observaron tasas de curación microbiológica del 85,3% y 
curación clínica del 78% [151]. 
 Por último, cabe reseñar la utilidad de una nueva familia de antibióticos, los 
glucolipopéptidos, entre los que se incluyen la telavancina, oritavancina y dalvabancina. Estos 
antibióticos inhiben la síntesis de la pared celular y producen una disrupción de su integridad. 
Además, son activos frente a enterococos sensibles a glucopéptidos y frente a enterococos con 
el fenotipo VanB (oritavancina además frente a VanA) [150,152,153]. Estos antibióticos, 
aprobados en distintas fechas por la EMEA para el tratamiento de las infecciones de piel y 
partes blandas, tienen como principal ventaja su alta semivida, lo que permite una 




2.5. Métodos de tipado y estructura poblacional  
En los últimos 30 años se han empleado una gran variedad de métodos para establecer la 
estructura poblacional y evolución genética de E. faecium. De ellos destaca la electroforesis en 
campo pulsado (PFGE), basado en la macrorestricción del ADN y posterior electroforesis de 
los fragmentos generados, considerada hasta hace poco por muchos laboatorios, la técnica gold 
standard [154,155]. Sin embargo, y pese a su actual utilidad en el estudio de la transmisión de 
cepas asociadas temporal y espacialmente, se ha demostrado menos útil en los estudios 
epidemiológicos a largo plazo. Además, otros problemas adicionales como la falta de 
estandarización para la interpretación de patrones o la inconsistencia de patrones de bandas 
generados por los enterococos también se pusieron de manifiesto [65,156].  
El desarrollo de la técnica AFLP (amplified-fragment lenght polymorfism) permitió 
establecer distintos genogrupos asociados a determinados huéspedes (cerdos, aves de corral, 
terneros o el hombre) y lo que es más importante, definir la existencia de dos poblaciones 
genéticamente diferentes: la asociada a colonización/infección en el ámbito hospitalario (C) y 




Figura 5. Diagrama eBURST que representa la estructura poblacional de E. faecium. Esta figura está 
basada en 519 STs que representan 1749 aislados de la base de datos de MLST de E. faecium. Las STs 
pertenecientes al linaje 17 se representan en azul, las del linaje 18 en rojo y las ST del linaje 78, en 
amarillo. (http://efaecium.mlst.net/) (figura tomada de Willems y cols. 2013). 
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El empleo de Multi Locus Sequence Typing (MLST) y el algoritmo eBURST reveló 
que la mayoría de las cepas de E. faecium con un origen clínico o causantes de brotes 
hospitalarios (derivadas del hospital) formaban parte de un único Complejo Clonal (CC) al 
que se denominó CC17 (figura 5). Aparentemente todas las secuencias tipo (ST) de este 
complejo parecían descender del fundador del mismo, ST17, y eran diferentes de las aisladas 
en animales o en personas sanas a nivel comunitario [158]. Durante los años siguientes se 
sucedieron comunicaciones de muy diferentes regiones del mundo en las que se reconocía al 
CC17 como el complejo genético más importante de aislados asociados al hospital y se sugería 
su diseminación global [119,120,159–161]. La mayoría de los aislados pertenecientes a este 
complejo se caracterizaban por presentar resistencia a un elevado número de antibióticos 
(ampicilina, vancomicina, fluoroquinolonas y aminoglucósidos) y contar en su repertorio 
genético con numerosas secuencias de inserción, megaplásmidos y genes que codifican para 
factores putativos de virulencia [65,158,162].  
 
Sin embargo, un estudio publicado por Turner y cols. en 2007 demostraron la baja 
precisión del algoritmo eBURST en el establecimiento de la historia evolutiva reciente en 
especies con alta recombinación homóloga [163]. Esto, en el caso de E. faecium (alto ratio 
recombinación/mutación) significaba que las ST agrupadas en ese gran complejo clonal no 
parecían tener un ancestro común y, por tanto, deberían agruparse en CC más pequeños (y las 
ST5, ST7, ST9, ST18, ST22, ST26, ST78 como fundadores de estos CCs) [35].  
Años más tarde, el análisis de las secuencias concatenadas de los siete genes del 
esquema de MLST con programas como neighbour-net tree o clonalframe demostraron que el 
origen del CC17 era el resultado de la recombinación de grandes fragmentos cromosómicos 
dentro de los linajes de E. faecium ST17, ST18 y ST78, asociados al hospital [164,165]. 
Recientemente Willems y cols., empleando un modelo estadístico que tiene en cuenta tanto 
los patrones de recombinación como la descendencia clonal (Bayesian Analysis of Population 
Structure, BAPS) agruparon, basándose también en las secuencias concatenadas de los genes 
de MLST, todos los aislados de E. faecium cuyas secuencias se disponía hasta la fecha (1720 
aislados y 519 ST), en 6 grupos de BAPS diferentes. Este estudio puso de manifiesto que la 
gran mayoría de aislados de origen nosocomial (80%) asociados con resistencia antibiótica se 
agrupaban en dos de los subgrupos descritos, BAPS 2-1 y BAPS 3-3. Por otra parte, el análisis 
filogénetico y por eBURST de estos subgrupos verificó la existencia de tres linajes hospitalarios 
separados con distinto origen evolutivo: el linaje 78, correspondiente con los aislados del grupo 
BAPS 2-1 y los linajes 17 y 18, correspondientes a los aislados clasificados dentro el grupo 
BAPS 3-3. Este grupo también observó que la gran mayoría de aislados comunitarios se 
agrupaban dentro del grupo BAPS 1, genética y evolutivamente muy diferente de los aislados 
asociados al hospital, y que los aislados hospitalarios se encontraban evolutivamente más 
cercanos a los aislados de animales de granja [165]. Este esquema ha sido recientemente 
modificado por Tedim y cols. [166] 
En la actualidad, la comparación de las secuencias de genomas disponibles ha 
permitido apoyar la existencia de dos clados, uno de cepas animales y asociadas al hospital 
(clado A) y otro de cepas comunitarias (clado B), que incluye aislados comensales humanos. 
En un estudio en el que se comparaban 100 genes del core de E. faecium a partir de los genomas 
disponibles hasta la fecha encontraron que la mayoría de estos genes se separaban en dos 
grupos que diferían 3,5-4% entre sí, apoyando la existencia de estos dos clados. Además, el 
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análisis del reloj molecular basado en la presencia de mutaciones sinónimas estimó que estos 
grupos divergieron entre si hace unos 300.000 año. El clado A se subdividió en A1, donde se 
incluyeron la gran mayoría de aislados clínicos y A2, que agrupaba la mayoría de cepas de 
origen animal. Se ha demostrado también que el genoma de las cepas incluidas en el clado A1 
tiene un tamaño mayor que los de las cepas pertenecientes a A2 o B, lo que parece apoyar la 
“reciente” emergencia de este clado y la importancia de la recombinación en la misma [167].  
Como ha quedado patente, el estudio de la estructura poblacional es un requisito 
indispensable para el control de E. faecium multirresistente dado que proporciona información 
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ANTECEDENTES 
1. Pacientes oncohematológicos 
Las leucemias agudas son un grupo heterogéneo de neoplasias malignas que se originan como 
consecuencia de la expansión clonal de precursores hematopoyéticos (blastos) linfoides o 
mieloides. Se caracterizan principalmente por la acumulación de células malignas en la 
médula ósea, en sangre periférica y de manera ocasional, en otros tejidos. Las principales 
manifestaciones de las leucemias se originan como consecuencia de la infiltración de células 
no funcionales en la médula ósea y de la alteración del funcionamiento normal de la 
hematopoyesis. 
La leucemia mieloide aguda (LMA) aunque puede afectar a todos los grupos de edad, 
tiene una mayor incidencia en los adultos, situándose la edad media de diagnóstico en torno 
a los 65 y 70 años. Por el contrario, la leucemia linfoblástica aguda (LLA) afecta 
principalmente a niños y sólo cerca de un 20% de los casos se producen en los adultos 
(http://www.cancer.gov/espanol). 
Los pacientes que padecen algún tipo de leucemia, tienen alterado su sistema inmune 
por dos motivos, la enfermedad subyacente y como consecuencia del efecto citotóxico del 
tratamiento quimioterápico que reciben. En este grupo de pacientes, la forma de 
inmunodeficiencia mejor caracterizada es la neutropenia. La aparición de neutropenia es una 
consecuencia del empleo de fármacos citotóxicos. Todos los fármacos citotóxicos empleados 
en el tratamiento, alteran la proliferación de las células hematopoyéticas, originando en un 
primer momento la destrucción del pool mitótico y en un segundo lugar, la depleción del pool 
de reserva medular. Tras esta depleción sobreviene la neutropenia [168].  
La neutropenia se define como un recuento de neutrófilos inferior a 500 o a 1000/µl si 
se prevé un descenso inferior a 500/µl en las siguientes 48 horas [169]. Entre el 70-90% de 
episodios de neutropenia de más de una semana de duración, se complican con fiebre y 
alrededor de un 60% de estos casos, la fiebre es de origen infeccioso, siendo (Pizzo P and cols., 
1989) en su mayoría de etiología bacteriana [170]. Por tanto, el control de las infecciones en 
estos pacientes es fundamental, puesto que suponen la principal causa de mortalidad [171].  
En los pacientes neutropénicos, el riesgo de infección va a estar condicionado 
principalmente por la intensidad y la duración de la neutropenia [172]. La incidencia y la 
gravedad de la infección son inversamente proporcionales al número de neutrófilos 
circulantes, de manera que el riesgo de infección será considerablemente mayor en aquellos 
pacientes con un recuento inferior a 500 células/µl que en los que tengan entre 500 y 1000 
células/µl. Se considera de bajo riesgo la neutropenia que tiene una duración inferior a 7 días, 
de riesgo moderado a la que dura entre 7 y 14 días y de alto riesgo a aquella que persiste más 
de 14 días. Los pacientes con LMA en la fase de inducción de la quimioterapia pueden 
presentar episodios de neutropenia de alto riesgo, que pueden durar entre 14 y 21 días. 
 
2. Infecciones en el paciente neutropénico 
El perfil etiológico de los procesos infecciosos en los pacientes neutropénicos ha ido 




estaban producidas por bacterias gramnegativas, mientras que desde mitad de los ochenta y 
hasta finales de los años noventa, se evidenció un predominio de microorganismos 
grampositivos [173]. Este fenómeno se ha asociado i) al uso de quimioterapias más intensivas, 
especialmente con arabinósido de citosina, que producen con mayor frecuencia mucositis; ii) 
al empleo generalizado de catéteres vasculares, así como iii) a la administración de 
cefalosporinas de amplio espectro, esencialmente las de tercera generación y iv) al uso 
profiláctico de quinolonas [171]. Desde el año 2000, sin embargo, se ha observado un nuevo 
incremento en las infecciones producidas por gramnegativos, probablemente en consonancia 
con su mayor resistencia a los antimicrobianos [174,175]. 
La quimioterapia es uno de los factores principales que puede facilitar el desarrollo de 
una infección en pacientes neutropénicos con leucemia, ya que induce cambios radicales en la 
piel (alopecia, alteración en la producción de sudor, descamación), en las mucosas (mucositis, 
alteración del pH) y en la microbiota normal (vacío ecológico y translocación bacteriana) 
favoreciendo la invasión, principalmente por microorganismos, comensales de la piel, de la 
mucosa orofaríngea y del TGI [176,177]. El empleo de catéteres se considera también un factor 
de riesgo puesto que supone una vía de acceso de los microorganismos al espacio intravascular 
a través de la interfaz catéter-piel-tejido subcutáneo o bien a través de las conexiones. 
 
3. Medidas profilácticas de la infección en el paciente neutropénico 
Se han propuesto numerosas medidas preventivas para disminuir la incidencia e impacto de la 
infección en este grupo de pacientes que varían con el posible origen de la infección. 
 
3.1. Infección de origen exógeno 
Las primeras, van encaminadas a evitar la adquisición de patógenos exógenos y 
contemplan, con un nivel de evidencia científica A1, el lavado de manos tanto del personal 
sanitario como de los acompañantes del propio paciente [178,179]. Otras medidas, como la 
utilización de filtros HEPA (Guía para la prevención de la infección ambiental del CDC, 2003) 
en unidades con pacientes de alto riesgo, el evitar el consumo de alimentos fermentados con 
microorganismos vivos o la cocción de los alimentos a una temperatura superior a 65ºC, se 
han propuesto sin estar avalados por el mismo nivel de evidencia. 
3.2. Infección de origen endógeno 
El segundo tipo de medidas tienen como fin la prevención de las infecciones de origen 
endógeno, eliminando para ello los microorganismos potencialmente patógenos que colonizan 
distinatas áreas, antes de que puedan atravesar las barreras alteradas, o evitando que 
produzcan infección aquellos que lo consigan [180]. Este grupo engloba principalmente 
medidas de higiene personal y pautas de quimioprofilaxis, siendo estas últimas las más 
ampliamente utilizadas en la actualidad. 
La profilaxis antibiótica comenzó a utilizarse tras constatar que el 80% de los 
patógenos que producían infección en pacientes neutropénicos tenían su origen en su propia 
microbiota comensal [180]. El TGI es una de las principales fuentes de infección endógenas, 
ya que los microorganismos pueden sufrir una translocación a través del epitelio intestinal y 
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diseminarse a otras localizaciones extraintestinales como los nódulos linfáticos mesentéricos, 
el hígado, el bazo, los riñones o la sangre [177,181,182]. Los principales mecanismos que 
favorecen y explican la translocación bacteriana son: (a) la alteración del equilibrio ecológico 
que permite el sobrecrecimiento bacteriano (perdida de la llamada “resistencia de 
colonización”); (b) el incremento de la permeabilidad de la mucosa intestinal y (c) deficiencias 
en el sistema inmune del hospedador [181]. Estos mecanismos tienen una especial relevancia 
en los pacientes neutropénicos tratados con quimioterapia ya que el TGI supone en ellos, la 
principal fuente de infección. Por este motivo, las primeras pautas de quimioprofilaxis se 
basaron en la descontaminación intestinal total, utilizando combinaciones de antibióticos no 
absorbibles por vía oral como aminoglucósidos o vancomicina, que eliminaban la microbiota 
tanto aerobia como la anaerobia [183]. Sin embargo, esta profilaxis presentaba numerosos 
inconvenientes, asociados principalmente a la destrucción parcial de bacterias anaerobias, que 
desempeñan un importante papel en la prevención de la colonización/infección por otros 
microorganismos, y también a la selección de microorganismos resistentes.  
Posteriormente, una vez conocido el importante papel de la microbiota anaerobia en 
la resistencia a la colonización, comenzó a emplearse la descontaminación intestinal selectiva, 
que tiene como finalidad la eliminación de la microbiota aerobia pero que trata de preservar 
intacta la anaerobia. La translocación de microorganismos anaerobios se ha descrito, pero los 
microorganismos no suelen diseminarse más allá de los ganglios mesentéricos y no se 
acompaña de morbilidad. El cotrimoxazol (trimetoprim-sulfametoxazol) fue escasamente 
utilizado ya que se asoció con una mayor duración de la neutropenia y con la emergencia de 
microorganismos resistentes, a pesar de presentar la ventaja adicional de prevenir la infección 
por Pneumocystis jiroveci. Además, se asoció con una mayor duración de la neutropenia y con 
la emergencia de microorganismos resistentes [184]. 
La introducción de las fluoroquinolonas supuso un gran avance en la quimioprofilaxis 
del paciente neutropénico, debido a su amplio espectro de acción y a su buena tolerabilidad. 
A demás, a diferencia del cotrimoxazol, no producían mielosupresión y tenían una buena 
actividad bactericida sistémica [185] (figura 6). Desde el comienzo de su utilización, son 
numerosos los estudios que han demostrado una drástica reducción de la incidencia de 
infecciones por bacilos gramnegativos en los pacientes neutropénicos [186–190]. En un meta-
análisis publicado en 2005 en el que se analizó el impacto de la quimioprofilaxis en pacientes 
neutropénicos afebriles, se demostró que el empleo de esta pauta frente a la no administración 
de fluoroquinolona o placebo disminuía la mortalidad total en un 33% y la relacionada con la 
infección en un 42% [191]. 




Uno de los principales inconvenientes del empleo profiláctico de fluoroquinolonas, es 
el incremento en la incidencia de las infecciones producidas por microorganismos 
grampositivos. La bacteriemia es, de todas las infecciones, la más estudiada en el paciente 
hematológico en neutropenia febril y se ha demostrado que un 29% de los episodios de 
neutropenia febril estaban asociados a bacteriemia [171]. Ramphal muestra en un estudio 
publicado en 2004, cómo la profilaxis influye en el perfil de microorganismos aislados de la 
sangre en pacientes neutropénicos de alto riesgo que presentan fiebre (tabla 3-modificada con 
estudio de Gudiol y cols., 2012) [175].  
 
Tabla 3. Microorganismos aislados de muestras de hemocultivos de pacientes neutropénicos de alto 
riesgo con neutropenia febril (modificado de Ramphal y cols. 2004, [175].  
 
ase incluyen dentro de otros los bacilos gramnegativos multirresistentes, bacilos gramnegativos no 
fermentadores y otras enterobacterias, pero no los microorganismos anaerobios ni las bacteriemias 
polimicrobianas. 
 
De los microorganismos que han irrumpido como importantes patógenos en pacientes 
que reciben profilaxis con quinolonas, cabe destacar los estreptococos del grupo viridans y los 
estafilococos coagulasa negativos [192] y en menor medida enterococos. Con la aparición de 
quinolonas con un espectro ampliado frente a bacterias grampositivas como el levofloxacino, 
este problema se solventó parcialmente.  
El levofloxacino es una fluorquinolona que permite, por sus características 
farmacocinéticas, la utilización de una dosis diaria por vía oral y que muestra una excelente 
actividad in vitro frente a estreptococos, enterococos y estafilococos, manteniendo la potente 
actividad de las primeras quinolonas frente a gram-negativos. Además Timmers y cols 
demostraron en 2004 que los parámetros farmacocinéticos (concentración máxima, tiempo 
que se tarda en alcanzarla, área bajo la curva, volumen de distribución en el estado estacionario 
y el aclaramiento), no se alteraban durante la neutropenia y permanecían iguales a los de la 
primera dosis [193]. Este dato es muy importante ya que, por el contrario, se observó que la 
absorción oral del ciprofloxacino disminuía en pacientes sometidos a quimioterapia [194]. 
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Una de las principales preocupaciones del uso de las quinolonas en la profilaxis del 
paciente neutropénico fue la emergencia de microorganismos resistentes. El uso sistemático 
de profilaxis con ciprofloxacino en los pacientes oncohematológicos, se asoció rápidamente 
con la aparición de Escherichia coli resistente a quinolonas. También se observó que la 
administración profiláctica de levofloxacino podía influir en la selección de estreptococos del 
grupo viridans resistentes a quinolonas [193]). La selección de otros patógenos resistentes 
como Enterococcus faecium no se ha estudiado en profundidad hasta la fecha, pese a haberse 
notificado un aumento en las infecciones enterocócicas en este grupo de pacientes [195–197] 
Numerosos estudios han mostrado que los clones de E. faecium resistentes a la 
vancomicina y/o ampicilina, también lo eran a quinolonas, lo que indica la importancia de 
conocer el papel de la profilaxis por levofloxacino para la selección de estos clones 
multiresistentes en el ambiente hospitalario [127,198]. 
En el Hospital Universitario Ramón y Cajal, se ha puesto de manifiesto un gran 
aumento de bacteriemias producidas por E. faecium, incrementándose la resistencia a 
ampicilina de estos aislados desde un 42% en 1995 a más del 90% en 2015. Además, este 
aumento se ha asociado a la diseminación de una subpoblación de E. faecium asociada al 
hospital (BAPS 2.1a y BAPS 3.3a) [199].  
Debido a la importancia de E. faecium resistente a ampicilina como agente productor 
de bacteriemias en el paciente oncohematológico con neutropenia y ante la escasez de trabajos 
prospectivos centrados en este aspecto, se hacen necesarios estudios prospectivos que analicen 
su relación directa con la infección y su persistencia en el TGI.  
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
La colonización de los pacientes oncohematológicos que reciben profilaxis extendida con 
levofloxacino por E. faecium resistente a ampicilina puede ser un factor de riesgo importante 
en el desarrollo de bacteriemia por este microorganismo. El conocer como se desarrolla este 
proceso de colonización, así como las principales características de los clones implicados 
puede ser fundamental a la hora de prevenir y tratar las infecciones que puedan originar en 
este tipo de pacientes. 
Los objetivos que se plantearon en este capítulo fueron los siguientes: 
 
1. Analizar la dinámica de la colonización intestinal (adquisición y persistencia) de E. faecium 
resistente a ampicilina (EfmRA) en pacientes oncohematológicos que recibieron profilaxis 
extendida con levofloxacino durante su estancia hospitalaria. 
 
2. Identificar los factores clínico-epidemiológicos asociados a la colonización por EfmRA e 
investigar la prevalencia de infecciones por estos microorganismos en los pacientes 
oncohematológicos 
 
3. Describir la estructura poblacional de los aislados de EfmRA con distintas herramientas de 
tipificación molecular y evaluar la utilidad de una técnica basada en características fenotípicas 
(Phene Plate™) para el tipado de aislados de origen clínico. 
 
4. Describir las características microbiológicas (perfil de sensibilidad antibiótica, genes 
asociados a virulencia y presencia de bacteriocinas) de los aislados de colonización y de 
infecciones invasivas de EfmRA de estos pacientes. 
 
5. Caracterizar los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de resistencia a 
linezolid en dos aislados de EfmRA de colonización y descripción del contexto clínico-
epidemiológico en el que esta resistencia emerge. 
 
6. Evaluar los cambios que se producen en la microbiota intestinal de un subgrupo de 
pacientes oncohematológicos durante el ingreso. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Diseño del estudio 
Este es un estudio de carácter prospectivo y observacional que se desarrolló durante un periodo 
de tres años (julio de 2009-2012) en el Servicio de Microbiología y en la Unidad de 
Oncohematología del Servicio de Hematología del Hospital Universitario Ramón y Cajal.  
 Durante este periodo se ofreció la participación voluntaria en el estudio a todos los pacientes 
mayores de 18 años con un diagnóstico de leucemia aguda o crónica, linfoma Hodgkin/no 
Hodgkin, mieloma múltiple o mielofibrosis que ingresaron en el Servicio de Hematología. En 
función de la enfermedad hematológica de base y de su estado clínico, los pacientes recibieron 
distintos regímenes de quimioterapia intensiva (fase de inducción, reinducción, consolidación 
o trasplante de precursores hematopoyéticos) de acuerdo a las recomendaciones de las guías 
locales. Como consecuencia de la quimioterapia, y en algunos casos de la propia enfermedad, 
desarrollaron una neutropenia (<500 neutrófilos/µl) pos-quimioterápica de larga duración (>7 
días).  
 Todos los pacientes recibieron profilaxis extendida con levofloxacino (PEL) (500 mg/24h) 
desde el ingreso y de manera concomitante con la quimioterapia. En aquellos pacientes que se 
sometieron un trasplante de precursores hematopoyéticos (TPH), la PEL se combinó con 
trimetoprim-sulfametoxazol (profilaxis con cotrimoxazol, 160/800 mg/24h) como parte del 
acondicionamiento pre-trasplante. La PEL se mantuvo durante toda la duración de la 
quimioterapia, en los pacientes que permanecieron afebriles, y se suspendió una vez 
recuperados de la neutropenia (>500 neutrófilos/µl). Si, por el contrario, el paciente 
desarrollaba fiebre durante la quimioterapia, la PEL se suspendía y se administraba de manera 
empírica uno o varios antibióticos de amplio espectro o dirigida cuando se aisló el agente 
causal de la infección. 
 Para facilitar el análisis de resultados y estudiar la evolución de la colonización durante el 
ingreso, se dividió el periodo de estudio para cada paciente en tres sub-periodos: 
1) Basal: periodo de tiempo comprendido entre el ingreso y el inicio de la administración de la 
PEL (en las primeras 48h tras el ingreso). En los pacientes que recibieron un segundo ciclo de 
quimioterapia durante el mismo ingreso, se consideró como segundo periodo basal al tiempo 
comprendido entre la recuperación de la neutropenia del episodio anterior y la nueva 
administración de PEL y quimioterapia. 
2) PEL: periodo del ingreso durante el que se administra al paciente levofloxacino en profilaxis 
extendida y la correspondiente terapia antitumoral. 
3) pos-PEL: periodo del ingreso comprendido entre la suspensión de la PEL y el alta 
hospitalaria o la administración de un nuevo ciclo de quimioterapia. 
Los pacientes permanecieron ingresados en habitaciones individuales con acceso restringido 
en el Servicio de Hematología, bien en la Unidad de Trasplante de Médula Ósea (UTMO), o 
en el área de Hospitalización General, que cuentan con 8 y 11 habitaciones individuales 
respectivamente. Durante su estancia hospitalaria, los pacientes pudieron recibir más de un 




Los datos clínico-demográficos con relevancia para el estudio, como: edad, sexo, tipo 
de enfermedad, estadio de enfermedad, tipo de terapia antitumoral, número de episodios de 
neutropenia, duración de la neutropenia, duración del ingreso, duración de la PEL, ingresos 
previos, desarrollo de mucositis y grado de la misma, episodios de bacteriemia y terapia 
antibacteriana de amplio espectro, se obtuvieron de las historias clínicas. 
Este proyecto de investigación, financiado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias 
del Instituto de Salud Carlos III (PS09-00825), fue aprobado por el Comité Ético de 
Investigación Clínica del Hospital (número de referencia CEIC-106/09). Cumpliendo con los 
requisitos establecidos en el Informe Belmont, todos los pacientes fueron debidamente 
informados sobre los objetivos y metodología del estudio, y firmaron el correspondiente 
formulario de Consentimiento Informado.  
 
2. Definiciones 
En el análisis de resultados se emplearon las siguientes definiciones: 
 
a) Episodio de neutropenia (EN): periodo del ingreso que abarca desde el inicio de la quimioterapia 
y de la PEL hasta la recuperación de la neutropenia. Este término no hace referencia 
exclusivamente al periodo en el que el paciente permanece con recuento de neutrófilos inferior 
a 500/µl, sino que se emplea como unidad de estudio. 
 
b) Primer episodio de neutropenia: primer episodio tras la inclusión del paciente en el estudio, 
indistintamente de la fase de la enfermedad en que el paciente se encuentre o de si ha recibido 
previamente algún ciclo de quimioterapia en este u otro centro. 
 
c) Colonización: detección de EfmRA en al menos una muestra de heces durante el periodo de 
hospitalización o durante el episodio de neutropenia (en función de si la unidad de estudio son 
pacientes o episodios de neutropenia). 
 
d) Adquisición de colonización: primera detección de EfmRA en un sub-periodo del estudio cuando 
los cultivos previos hasta ese momento han sido negativos. 
 
e) Colonización persistente: detección de EfmRA en al menos dos muestras fecales durante el 
periodo de seguimiento de los pacientes. 
 
f) Episodio de bacteriemia: detección de EfmRA en uno o varios hemocultivos del paciente durante 
un episodio de neutropenia. Todos aquellos hemocultivos positivos con el mismo 
microorganismo y entre medio de los cuales no se obtuvo ningún cultivo negativo, fueron 
considerados el mismo episodio de bacteriemia. 
 
3. Recogida y procesamiento de muestras  
3.1. Muestras fecales 
De cada episodio de neutropenia de los pacientes incluidos en el estudio se recogieron 
muestras de heces de acuerdo al siguiente esquema (figura 7): 
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1. Basal. En las primeras 48h tras el ingreso/previo a administración de nuevo ciclo de 
quimioterapia- 1 muestra. 
2. Durante la PEL. Al inicio y durante el tiempo que dure la profilaxis- 2 muestras/semana. 
3. Tras la interrupción de la PEL (neutropenia febril)- al menos 2 muestras/semana, hasta el 
alta. 
La muestra del ingreso es representativa del estado basal de colonización del paciente 
(Basal), las muestras recogidas durante la administración de PEL, representan la colonización 
durante este periodo y aquellas recogidas durante la neutropenia febril y la recuperación de la 
neutropenia serían representativas de la colonización durante el período pos-LEP. 
 
 
Figura 7. Periodos del estudio y esquema de recogida de muestras de heces de los pacientes reclutados 
para el estudio. a) Esquema más frecuente en el que la recuperación de la neutropenia coincide con la 
suspensión de la profilaxis con levofloxacino, b) toma de muestras y periodos cuando la profilaxis debe 
interrumpirse por la aparición de fiebre. 
 
 Para el cribado de EfmRA, se suspendieron 0,5 g de heces en 1 ml de solución salina estéril 
(0,9% de NaCl) y se sembró una alícuota de 100 µl en placas con medio m-Enterococcus (Difco, 
Becton Dickinson, NJ, EE.UU.) suplementado con 10 mg/L de ampicilina (m-Ent-Amp). Las 
placas se incubaron a 36±1ºC durante 24-48 h. En aquellas placas en las que se observó 
crecimiento, una única colonia de cada morfotipo se sub-cultivó en agar sangre (bioMérieux, 




3.2. Muestras clínicas 
Se realizó un seguimiento de todas las muestras clínicas (hemocultivos, catéteres, urocultivos 
y muestras respiratorias) de los pacientes incluidos en el estudio que fueron remitidas al 
Servicio de Microbiología. Todas las muestras clínicas en las que se aisló EfmRA se incluyeron 
junto con el resto de aislados de colonización para su posterior caracterización molecular. 
 
4. Identificación bacteriana 
La identificación de los aislados de muestras de heces y la confirmación de aquellos 
procedentes de muestras clínicas se realizó mediante: 
a) El sistema semiautomático WIDER (Fco. Soria Melguizo, Madrid) que emplea paneles 
multipocillo con sustratos deshidratados, que tras su reconstitución con una suspensión 
bacteriana e incubación 18 h a 37ºC, permite la identificación a nivel de especie en función de 
la hidrólisis o utilización de dichos sustratos. 
 
b) Detección y análisis de las proteínas ribosomales del 16S rARN mediante espectrometría de 
masas (Maldi-Tof, Bruker Daltonics, Alemania). Para ello se deposita una fracción de una 
colonia bacteriana (cultivo puro) sobre una tarjeta metálica junto con una matriz (ácido α-
ciano-4-hidroxicinámico) que co-cristalizará junto con la muestra. Tras la irradiación con láser 
de la muestra en condiciones de alto vacío, se producirá la desorción de los iones moleculares 
generados que serán acelerados en función de su masa-carga en un campo electromagnético. 
Los iones más ligeros (menor relación masa/carga), se acelerarán más rápido, tendrán un 
menor tiempo de vuelo y accederán antes al detector. En función de la abundancia relativa de 
estos iones en la bacteria se generarán picos más o menos altos, cada uno de los cuales 
representa una molécula. Como resultado de la incisión de todos los iones generados sobre el 
detector, se generará un espectro (2.000-20.000 Da) que se comparará con aquellos 
almacenados en la base de datos. La especie o el género con el espectro más similar al 
generado, se mostrará en la pantalla junto con un score logarítmico, indicativo del grado de 
identidad. 
 
5. Análisis de la estructura poblacional 
La estructura poblacional de los aislados de EfmRA se estableció mediante tres herramientas 
moleculares distintas: 
5.1. Electroforesis en campo pulsado (PFGE) 
La electroforesis en campo pulsado se basa en la restricción con exonucleasas del ADN cromosómico 
bacteriano, que se encuentra inmovilizado en moldes de agarosa, y la posterior separación de estos 
fragmentos mediante la aplicación de pulsos de corriente con distinta orientación. Estos pulsos 
eléctricos permiten la reorientación y migración de los fragmentos de ADN en el gel, en función de 
su peso molecular. Esta técnica, a diferencia de la electroforesis en corriente continua, permite la 
resolución de fragmentos de ADN de alto peso molecular (40 Kb y 10 Mb).  
 
Todos los aislados de EfmRA obtenidos a partir de muestras fecales y clínicas se caracterizaron 
mediante electroforesis en campo pulsado. Para ello se llevaron a cabo los siguientes pasos: 
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a) Extracción del ADN in situ en bloques de agarosa. Se inoculó una colonia de EfmRA en 1 ml 
de BHI y se incubó 24 h a 37ºC. De este cultivo se tomaron 200 µl y se centrifugaron 5 min a 
8.000 r.p.m. Tras eliminar el sobrenadante, el pellet se suspendió con 300 µl de TE (Tris-HCL 
10 Mm pH=7,6; EDTA 1mM pH=8) y se centrifugó de nuevo a 8.000 r.p.m. 5 min. Este paso 
de lavado con TE se repitió una vez más. A continuación, se decantó el sobrenadante y el 
pellet se suspendió primero con 300 µl de TE, y se mezcló, posteriormente, con 300 µl de una 
solución de agarosa al 2% disuelta en TBE 0,5x (45 mMm Tris-base, 45 mM de ácido bórico, 
1 mM de EDTA). La mezcla resultante se depositó en moldes adecuados y se dejó enfriar 
durante al menos 10 min a 4ºC. Los bloques de agarosa obtenidos se incubaron con 2 ml de 
solución de lisis EC (Tris-HCl 6 mM; NaCl 1 M; Brij-58 0,5%; Deoxicolato 2%; Sarkosil 0,5%; 
RNAsa; lisozima 1 mg/ml) en un baño a 37ºC con agitación overnight (o.n). Transcurrido este 
tiempo se eliminó la solución EC y se sustituyó por 1 ml de solución de EPS (EDTA 0,5 M; 
proteinasa K 50 µg/ml; Sarkosil 1%) incubando el conjunto a 56ºC o.n. con agitación. Se 
realizaron 4 lavados con 1 ml de TE tras eliminar la solución EPS (2 lavados a 56ºC durante 
10 min y otros 2 a temperatura ambiente también durante 10 min). 
b) Digestión del ADN con la enzima de restricción. Se escindió aproximadamente un tercio de 
cada bloque de agarosa y se incubó con la solución de digestión (30 U/µl SmaI, Tampón 10 x 
y BSA 0,1%) (New England BioLabs Inc, EE. UU.) durante18 h a 30ºC. 
c) Electroforesis en campo pulsado. Los bloques de agarosa con el ADN, se embebieron en un 
gel de agarosa al 1,2% (D5 Pronadisa) en TBE 0,5x. Esta agarosa, debido a su baja 
electroendósmosis (<0,12) permite una óptima movilidad electroforética y separación de los 
fragmentos de ADN. La separación de los fragmentos de ADN se llevó a cabo en el sistema 
CHEF-DRIII (BioRad, Francia) a 6V/cm2con pulsos de 0,5-40 seg durante 23 h. En cada gel 
se incluyeron dos carriles con marcadores de peso molecular que incluyeron 50 bandas 
diferentes en un rango desde 48,5 Kb hasta 1.018,5 Kb (Lambda Ladder PFGE Marker, New 
England BioLabs Inc). 
d) Visualización de los fragmentos de ADN separados. Para la visualización de las bandas se 
sumergieron los geles en una solución de Bromuro de Etidio (0,5 µg/ml) o GelRed 3x 
(Biotium, California, EE. UU.) y posteriormente se eliminó el exceso de agente intercalante 
en una solución acuosa. Los geles se iluminaron con luz UV en un transiluminador (Chemidoc 
MP Imaging System, BioRad). Para su posterior interpretación, los geles se fotografiaron 
mediante el equipo Gel Logic 100 imaging System (Carestream Health Inc, Rochester, NY, 
EE. UU.) 
 
La interpretación de los perfiles electroforéticos resultantes se realizó: 
a) visualmente aplicando los criterios establecidos por Tenover y cols. (1995) [200] que proponen 
como aislados 1) idénticos, a aquellos que presentan el mismo número de bandas; 2) 
altamente relacionados, cuando difieren un máximo de tres bandas, 3) posiblemente 
relacionados, cuando presentan 4-6 bandas diferentes como máximo y 4) no relacionados, 
cuando el patrón de bandas difiere en ≥ 7 bandas de diferencia. 
 
b) mediante el programa informático BioNumerics v6.1 (Applied Maths NV, Disponible en: 
http://www.applied-maths.com). Este sistema calcula matrices de similitud que se agrupan 
mediante el método UPGMA, permitiendo la generación de un dendrograma. La similitud 
entre los diferentes patrones de bandas se analizó mediante el coeficiente de Dice. Para la 
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construcción del dendrograma se aplicó una optimización del 0,5% y una tolerancia del 1%. 
Se consideraron aislados pertenecientes al mismo clon o tipo de PFGE aquellos que 
presentaron en el dendrograma una similitud >85% (≤ 3 bandas de diferencia). 
 
La diversidad de la población se determinó de manera global y para cada uno de los sub-
periodos mediante el cálculo del índice de diversidad de Simpson (Di): 𝐷𝑖 = 1 −
[(1/N(N –  1)) Σni (ni –  1)], donde n fue el numero de aislados pertenecientes al subtipo i y N, el 
número total de aislados. Este índice es una medida de la probabilidad de que dos aislados no 
relacionados de la población de estudio se clasifiquen en grupos diferentes por la técnica de 
tipificación elegida. Valores elevados de Di son indicativos de una población con alta 
diversidad clonal, mientras que valores bajos (valor mínimo, 0) indican el predominio de uno 
o varios tipos dentro de la población. 
 
5.2. Multi Locus Sequence typing (MLST) 
Esta técnica se basa en la amplificación y secuenciación de fragmentos internos de siete genes, con 
funciones relacionadas con el mantenimiento celular (housekeeping), y su comparación con aquellos 
existentes en una base de datos (http://efaecium.mlst.net/). A cada uno de los alelos de la cepa 
estudiada se le asigna un número y de la combinación resultante de los siete genes se obtiene un 
número denominado secuencia tipo (ST). 
De cada uno de los diferentes perfiles obtenidos por PFGE (aislados no considerados idénticos 
ni altamente relacionados) se seleccionó una única cepa como representante para llevar a cabo 
la caracterización por MLST. Para ello se siguieron los siguientes pasos: 
5.2.1. Extracción de ADN genómico 
Para la extracción del ADN genómico de las cepas de EfmRA se utilizaron dos métodos 
alternativos: 
• método del hervido (boiling). Se basa en la lisis bacteriana por calor seguido de la 
precipitación de los detritos celulares. Para ello se realizó una suspensión bacteriana a partir 
de un cultivo o.n. (medio agar sangre) de la cepa a caracterizar en 300 μl de TE. Éste se 
mantuvo a 100ºC en un baño durante 10 min y a continuación se centrifugó durante 5 min a 
10.000 r.p.m. El ADN contenido en el sobrenadante se conservó a 4ºC durante una semana. 
• método comercial (Wizard Genomic DNA purification kit, Promega). Se obtuvo el ADN a 
partir de un cultivo o.n. en 1 mL de caldo infusión cerebro-corazón (BHI, Becton Dikinson) de 
las cepas seleccionadas. La extracción se realizó siguiendo las indicaciones del protocolo 
comercial mediante tratamiento en distintas etapas con 10 mg/ml de lisozima, solución de 
lisis y RNAsa. Tras precipitar las proteínas mediante la solución comercial, el ADN se 
precipitó con isopropanol, seguido de centrifugación y lavado con etanol al 70%. El pellet 
obtenido, tras centrifugar y dejar secar al aire, se reconstituyó con solución de hidratación y se 
mantuvo a 4ºC hasta su utilización. 
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5.2.2. Amplificación de genes housekeeping por PCR 
Se amplificaron fragmentos internos de los siguientes genes housekeeping: adk (adenilato 
kinasa), atpA (subunidad alfa, ATP sintasa), ddl (D-alanina: D-alanina ligasa), gdh (glucosa- 6-
fosfato deshidrogenasa), qyd (gliceraldehído-3-fosfatoP-DHG), purK (subunidad de la ATPasa, 
foforribosil aminoimidazol carboxilasa) y pstS (transportador de unión a la ATP-fosfatasa) 
mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) siguiendo el esquema desarrollado por 
Homan y cols. [201].  
 Todas las reacciones se llevaron a cabo en termocicladores MJ Research PTC-100 (Global 
Medical Instrumentation Inc, EE. UU.) en un volumen final de 25 μl que contenía las 
siguientes concentraciones finales de reactivos (GoTaq Promega, Wisconsin, EE. UU.): 
tampón de reacción (1x), MgCl2 (2 mM), mezcla de dNTPs (0,2 mM de dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP), cebadores directo y reverso (1 pmol/μl cada uno), Gotaq® polimerasa (1,5 U) y agua 
libre de nucleasas. Para ello se emplearon las condiciones siguientes: 1 ciclo de activación a 
94ºC ,10 min seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 94ºC, 30 seg; hibridación durante 30 
seg (temperaturas de melting (Tm) en tabla 4); elongación a 72ºC, 30 seg y, por último, 1 ciclo 
a 72ºC, 5 min. 
 
Tabla 4. Cebadores específicos y temperaturas de melting (Tm) empleadas en la amplificación de 




5.2.3. Separación y visualización de los productos de amplificación 
Los productos de amplificación se separaron en geles de agarosa mediante electroforesis en 
corriente continua de la siguiente manera: 
a) preparación del gel: se disolvieron 2 g de agarosa D-1 Low EEO (Pronadisa) en 100 ml de TBE 
0,5 x y se vertió en los moldes adecuados para electroforesis. Esta concentración de agarosa al 
2% permite la separación óptima de fragmentos de ADN de < 1 Kb. 
b) electroforesis: se depositaron 5 μl de cada producto de PCR en los pocillos del gel (la enzima 
GoTaq tiene incorporado en su tampón el tampón de carga). La separación de los fragmentos 
se llevó a cabo en una cubeta horizontal con tampón TBE 0,5 x a 80-100V durante 30-40 min. 
En cada gel se cargó además el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (New 
England BioLabs Inc). 
c) visualización de los productos: Los geles se sumergieron en una solución de bromuro de etidio 
(0,5 µg/ml) o GelRed 3x (Biotium, California, EE. UU.) y, tras eliminar el exceso de agente 
intercalante en una solución acuosa, se iluminaron con luz UV en un transiluminador 
(Chemidoc MP Imaging System, BioRad). Para su interpretación, los geles se fotografiaron 
mediante el equipo Gel Logic 100 imaging System (Carestream Health Inc, Rochester, NY, 
EE. UU.). 
5.2.4. Purificación y secuenciación del ADN 
Los productos de PCR se purificaron mediante purificación enzimática con el ExoSAP-IT® 
purification kit (USB Corp, Cleveland, EE. UU.) o mediante columnas de intercambio iónico, 
QIAquick PCR purification kit (Quiagen GmbH) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Los productos purificados se secuenciaron empleando el secuenciador automático ABI Prism 
377 (PE, Norwalk, EE. UU.). 
Las secuencias obtenidas se visualizaron y analizaron mediante el programa Chromas 
Lite (Technelysium, Australia) y se alinearon con una secuencia de referencia de Enterococcus 
faecium, mediante el programa Clustal W (EMBL-EBI, Reino Unido, 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).  
Las secuencias de cada uno de los genes houskeeping de cada cepa se introdujeron en la 
base de datos del MLST (http://efaecium.mlst.net/) y se compararon con los alelos ya 
descritos. La combinación de cada uno de estos 7 alelos generó un “perfil alélico” al que se le 
asignó una secuencia tipo (sequence type, ST). Además, cada clon se clasificó en un grupo de 
BAPS, en función de su ST y de acuerdo a la clasificación propuesta por Tedim y cols.[166]. 
 
5.3. Sistema Phene Plate™ (PhP System) 
El sistema PhP es una técnica para la tipificación rápida de bacterias que se lleva a cabo en placas de 
96 pocillos que contienen 4 conjuntos de sustratos deshidratados, específicamente seleccionados para 
la caracterización de enterococos (figura 8). La tipificación se basa en la determinación de la cinética 
de 23 reacciones bioquímicas con alto poder discriminativo (metabolización de azúcares) en tres 
intervalos definidos durante la incubación de las microplacas. 
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Figura 8. Distribución de los sustratos en las Enterococci Phene plates. Cada placa permite el tipado de 
3-4 aislados distintos. Abreviaturas: RIB, ribosa; ARA, arabinosa; XIL, xilosa; MAL, maltosa; TRE, 
trehalosa; SUC, sacarosa; LAC, lactosa; MLB, melibiosa; LCT, lactulosa; GEN, gentibiosa; MLC, 
melecitosa; RAF, rafinosa; INO, inositol; GLI, glicerol; SOR, sorbitol; MAN, manitol; ALM, almidón; 
TAG, tagatosa; AMG, amigdalina; ARB, arbutina; BMG, beta-metil glucósido; GLC, gluconato; 
AMM, alfa-metil manósido; NEG, negativo. 
 
La técnica se realizó de la siguiente manera: 
 
1) Se inocularon todos los pocillos con 150 µl de medio de cultivo estéril (proteosa peptona 2 
g/L; extracto de levadura 0,5 g/L; NaCl 5 g/L; tampón fosfato 0,3 M pH=7,5) al que se le 
añadió azul de bromotimol 0,01% (m/m) pH-7,8 como indicador. Las placas se mantuvieron 
1 h a temperatura ambiente para permitir la correcta rehidratación de los sustratos 
2) A continuación, se añadieron 150 µl adicionales de medio con indicador al último pocillo de 
las filas pares (2-12,4-12, 6-12, 8-12). Cada uno de estos pocillos se inoculó con una colonia 
del aislado de enterococos a tipar, procedente de un cultivo o.n. en medio sólido agar sangre. 
Las dos últimas filas de cada placa se dejaron sin inocular y se emplearon como control 
negativo.  
3) Se homogeneizaron las suspensiones bacterianas y se inocularon cada uno de los 23 pocillos 
restantes con 10 µl de ellas. Se cubrieron las placas con tapas de plástico estériles y se incubaron 
a 37ºC en una cámara húmeda. 
4) La tasa de metabolización de los sustratos se midió mediante un escáner (HP Scanjet 4890 
Photo Scanner, 75 dpi y 256 colores) transcurridas 16, 40 y 60 horas de incubación a 37ºC. 
Los resultados, expresados inicialmente como colores, se transfirieron y se convirtieron en 
valores de absorbancia mediante el software PhPWin (PhPlate Microplate Techniques AB). 




La tasa de metabolización de cada sustrato adquirió un valor comprendido entre 0 y 
22. Los valores bajos, 0-5, fueron indicativos de reacciones ácidas (amarillo) mientras que los 
valores altos, 12-22, representaron reacciones de metabolización lentas o ausencia de 
utilización del sustrato (azul intenso). La huella bioquímica de cada aislado se compuso de 
una serie de 24 cifras con valores comprendidos entre 0-22. 
Todos los valores se compararon dos a dos y la similitud de cada pareja se expresó 
mediante el coeficiente de correlación (un valor próximo a 1 indicaba que los dos aislados 
comparados tenían huellas bioquímicas similares). Esto generó matrices de similitud que 
consistieron en 𝑛(𝑛 − 1)/2 coeficientes de correlación, donde n fue el número de aislados. La 
matriz de similitud se agrupó mediante el método UPGMA para generar un dendrograma. La 
diversidad de los aislados se determinó empleando tres niveles de similitud distintos: 0,975; 
0,95 y 0,90. Los aislados que presentaron un coeficiente de correlación mayor o igual al nivel 
de identidad predefinido (nivel de similitud) se asignaron al mismo grupo de PhP.  
La reproducibilidad de la técnica se verificó mediante el estudio por duplicado y en dos 
ensayos independientes (intra e inter-ensayo) de 10 aislados aleatorios del estudio, 3 aislados 
clínicos de E. faecium resistente a ampicilina pertenecientes al clon sueco FMSE1, altamente 
diseminado en hospitales de ese país [119] y la cepa de referencia E. faecium ATCC 51559.  
5.3.1. Análisis de clasificación cruzado 
Los resultados obtenidos mediante esta técnica de tipado se compararon con los resultados 
obtenidos mediante PFGE. Todas las posibles parejas de aislados (n(n-1)/2)) se clasificaron de 
manera cruzada en grupos coincidentes (acuerdos) o no coincidentes (desacuerdos) por cada 
una de las dos técnicas y para cada nivel de similitud, construyéndose con ellos tablas de dos 
por dos. El índice de diversidad de Simpson (apartado 5.1) se calculó para determinar el poder 
discriminatorio de cada una de las técnicas de tipado y de los niveles de similitud 
seleccionados.  
La concordancia entre ambos métodos se determinó mediante el cálculo del índice 
kappa de Cohen (κ):  𝜅 = 𝑃(𝑎) −
𝑃(𝑒)
1
− 𝑃(𝑒). Donde P(a) es el acuerdo relativo o proporción 
de concordancia observada y P(e) la proporción de concordancia esperada por azar. 
Este índice es una medida estadística que ajusta el efecto del azar en la proporción de 
la concordancia observada cuando la variable que se mide es categórica y se expresa de forma 
binaria [202]. En función del valor del índice kappa la fuerza de la concordancia se calificó 
como: pobre o débil (valores < 0,4), moderada (0,41-0,6), buena (0,61-0,8) o muy buena 
(valores >0,8) [203]. 
5.3.2. Perfiles de utilización de azúcares 
En base a los valores de la tasa de metabolización de los sustratos incluidos en el esquema de 
tipado PhP se definieron tres categorías de utilización de azúcares: 
 
a) 0-8: azúcares de alta metabolización  
b) 9-16: azúcares de metabolización variable o media 
c) 17-22: azúcar de baja o nula metabolización 
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Esta clasificación permitió examinar cuales de estos azúcares se metabolizaban con 
independencia del clon al que pertenecieran los aislados y describir, los perfiles de utilización 
más frecuentes o asociados a un determinado clon.  
6. Estudio de sensibilidad antibiótica 
6.1. Difusión con disco y microdilución 
Para verificar la resistencia a la ampicilina de los aislados obtenidos del medio m-Ent-Amp, se 
empleó la técnica de difusión con disco siguiendo las recomendaciones de EUCAST 
(www.eucast.com). Se emplearon discos de 10 µg de ampicilina (Oxoid LTD, Inglaterra) y 
agar Müeller-Hinton (Oxoid). Los resultados se interpretaron según los criterios establecidos 
por EUCAST (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/. Eucast clinical breakpoints 
table v7.0 2017-01-01): sensible 10 mm, resistente <8 mm. 
El perfil de sensibilidad antibiótica de los aislados de EfmRA se estudió por 
microdilución mediante el sistema semi-automático Wider (Francisco. Soria Melguizo, 
Madrid) y los paneles MIC/ID Gram Pos-2. Estos paneles contienen antibióticos liofilizados 
que, tras su suspensión con el inóculo bacteriano, originan concentraciones de antibiótico en 
base dos y permiten la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI). Se 
empleó para ello el inóculo recomendado por EUCAST (0,5 McFarland=1,5x 108  UFC/ml) 
y la lectura se realizó tras 18-20 h de incubación a 37ºC. 
De cada paciente, se seleccionó por cada clon identificado por electroforesis de campo 
pulsado, el primer y último aislado de EfmRA correspondiente a cada episodio de neutropenia 
desarrollado durante el ingreso. En aquellos pacientes con un único episodio de neutropenia y 
un ingreso de larga duración (>15 días) se incluyeron a demás 1 o más aislados intermedios. 
La categorización clínica de los aislados se realizó empleando los puntos de corte propuestos 
por EUCAST. Para la eritromicina y el levofloxacino, al no existir en la actualidad puntos de 
cortes clínicos, se utilizaron los puntos de corte epidemiológicos (ECOFF) definidos por este 
mismo comité. 
6.2 Caracterización de la resistencia a linezolid 
La resistencia a linezolid se caracterizó mediante procedimientos fenotípicos, microdilución y 
tiras de difusión en gradiente, y genotípicos, amplificación/secuenciación de los genes 23S 
rADN y cfr. Mutaciones puntuales en el primero y la adquisición del segundo, son los 
principales mecanismos que se han asociado a la expresión de resistencia a linezolid. 
6.2.1. Descripción del caso clínico 
Se recogió información relevante del paciente y del contexto clínico en el que se aislaron las 




6.2.2. Microdilución y difusión en gradiente 
La resistencia a linezolid (CMI>4mg/L) fue inicialmente detectada mediante microdilución 
(sistema Wider, ver apartado 6.1) y confirmada mediante tiras de difusión en gradiente 
(Etest®, BioMérieux Vitek, Francia) en placas de agar Müeller-Hinton siguiendo las 
recomendaciones de EUCAST. Las CMIs se definieron como aquellas concentraciones que 
produjeron la inhibición del 90% del crecimiento bacteriano. 
 
6.2.3. Amplificación/secuenciación de los genes 23S rADN y cfr 
Para la caracterización molecular de la resistencia a linezolid se amplificó mediante PCR, y se 
secuenció posteriormente una región interna del dominio V de los genes que codifican para el 
23S rADN. 
Adicionalmente se investigó, mediante PCR, la presencia del gen cfr.  
La extracción de ADN, amplificación, separación y visualización de los productos se realizó 
siguiendo lo descrito en el apartado 5.2.1., 5.2.2. y 5.2.3. Los cebadores y Tm empleadas en la 
amplificación de estos genes se detallan en la tabla 5 [98,104,204,205]. Cuando se obtuvo 
amplificación de alguno de estos genes, se purificó y secuenció el producto de PCR siguiendo 
los pasos detallados en el apartado 5.2.4. La presencia de una mutación puntual G2576T o de 
un polimorfismo en dicha posición detectado en el cromatograma, condujo al estudio por 
pirosecuenciación de esas cepas. 
 
Tabla 5. Cebadores específicos Tm empleadas en la amplificación de los genes estudiados para la 





La pirosecuenciación es una técnica de secuenciación que emplea 4 enzimas distintas (ADN 
polimerasa, sulfurilasa, luciferasa y apirasa) y permite la detección en tiempo real de la síntesis de 
ADN mediante un proceso de bioluminiscencia. El proceso aparece esquematizado en la figura 9. 
Para verificar la presencia del polimorfismo único en el nucleótido (SNP) en la posición 2576 
del gen 23S rADN (numeración de E. coli) y para estimar el número de alelos mutados, se llevó 
a cabo la pirosecuenciación de un fragmento de 9 nt de este gen. Las distintas etapas del 
proceso fueron las siguientes [206]: 
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1. Amplificación (PCR) de un fragmento interno de 92 pb de los genes 23S rADN empleando las 
condiciones y cebadores (el directo estaba biotinilado en 5‘) descritos en la tabla 5. La reacción 
se llevó a cabo en un volumen de 50 μl utilizando los reactivos a las concentraciones finales 
detalladas en el apartado 5.2.2. y la polimerasa Ultratools (1 U/μl, Biotools, Madrid, España). 
El ADN se purificó mediante el kit comercial QIAquick PCR purification kit (Qiagen GmbH, 
Hilden, Alemania). 
2. Captura de las cadenas sencillas biotiniladas empleando perlas recubiertas de sefarosa-
estreptavidina (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) en una Vacuum Prep 
Workstation. En la superficie de cada perla quedaron adheridas numerosas cadenas sencillas 
de ADN que se emplearon como molde para la pirosecuenciación.  
3. La pirosecuenciación tuvo lugar en un analizador PyroMark Q96 ID utilizando el kit 
comercial PyroMark Gold SQA (Qiagen, GmbH) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Los nucleótidos se añaden de manera secuencial a la reacción y cuando se 
incorpora aquel complementario al ADN molde, se desencadena una cascada de reacciones 
que finaliza en la liberación de luz. Esta luz incide en el detector y se presenta como picos en 
un diagrama denominado pirograma. Las reacciones que tuvieron lugar en cada ciclo, 
utilizando como molde las perlas con el ADN, se detallan a continuación: 
 
a) Adición de dNTPs (fragmento Klenow de ADN polimerasa I de E. coli): 
(ADN)n + dNTPs (ADN)n+1 + PPi 
 
b) Producción de ATP a partir del pirofosfato inorgánico (ATP Sulfurilasa): 
PPi + APS ATP + SO42- 
 
c) Producción de luz a partir del ATP (Luciferasa): 
D-luciferina + ATPLuciferasa-luciferina-AMP +PPi  
Luciferasa-luciferina-AMP+ O2  Oxiluciferina + AMP + CO2 +Luz 
 
d) Retirada de ATP y nucleótidos no incorporados (Apirasa): 
 ATP AMP + 2Pi 
 dNTP dNMP + 2Pi 
 
 
La dispensación y el análisis de los SNPs se hizo en modo SNP utilizando el software 
PyroMark (Qiagen, GmbH). 
  
52 
Figura 9. Esquema de las reacciones químicas que tienen lugar en el proceso de pirosecuenciación 
(modificado de Ahmadian y cols., [206]). 
 
7. Determinantes de virulencia 
7.1. Presencia de genes asociados a virulencia y endemicidad 
La presencia de los genes de virulencia esp, hyl y acm se estudió en cada uno de los diferentes 
clones aislados por paciente mediante PCR convencional [43,207] siguiendo las indicaciones 
del apartado 6.2. Los cebadores y temperaturas de hibridación se describen en la tabla 6-fact 
virulencia-enterocinas.  
7.2. Producción de bacteriocinas 
Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de sustancias de naturaleza peptídica producidas por 
bacterias lácticas que presentan capacidad antibacteriana frente a especies relacionadas. En el género 
Enterococccus su producción es un marcador de patogenicidad y ha demostrado conferir una ventaja 
ecológica frente a las que no las producen. 
La producción de enterocinas se determinó mediante el método fenotípico descrito por del 
Campo y col. [208]. Para ello se inocularon 50 µl de un cultivo o.n. de la cepa indicadora en 5 
ml de caldo triptona de soja suplementado con 0,5% de extracto de levadura y 0,7% de agar 
base (Difco, BD) por placa requerida. Esta suspensión se depositó sobre una placa que contenía 
10 ml de agar triptona de soja (TSA) (Difco, BD) y, una vez solidificada, se inoculó con los 
distintos aislados de EfmRA mediante palillos estériles. Las placas se examinaron trascurridas 
48 h de incubación a 37ºC. Los aislados se consideraron productores de bacteriocinas cuando 
produjeron un halo de inhibición alrededor del punto de inoculación. Este ensayo no permite 
discriminar entre los aislados productores de una o múltiples bacteriocinas. 
En primer lugar, se investigó la producción de bacteriocinas de todos los aislados de 
EfmRA frente a la cepa indicadora E. faecalis JH2-2. En segundo lugar, se seleccionó un 
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representante de cada uno de los clones detectados en base a los resultados de PFGE y se 
empleó como indicador frente al resto de clones estudiados. En ambos casos se utilizó como 
control positivo las cepas E. faecium L50 [209] y como control negativo E. faecium 217. 
Posteriormente se determinó, en los aislados tomados como representates de un clon, 
la presencia de genes que codifican para las bacteriocinas EntA, EntB, EntP, EntQ, Bac43, 
Bac32 y EntL50a/L50b mediante PCR siguiendo las indicaciones de los apartados 5.2.1., 
5.2.2. y 5.2.3. Los cebadores y Tm empleadas se detallan en la tabla 6. Como controles 
positivos se emplearon los aislados de E. faecium L50 (control para las bacteriocinas 
EntL50a/L50b, EntP y EntQ) [209],  
 
Tabla 6. Cebadores específicos y Tm empleadas en la amplificación de genes asociados a virulencia y 
bacteriocinas. 
 
8. Cambios en la microbiota intestinal 
Los cambios en la composición de la microbiota intestinal durante el ingreso se evaluaron 
mediante PCR en tiempo real (qPCR). Para ello se seleccionaron 20 pacientes del estudio de 
manera aleatoria, pero, en función de su estado de colonización por EfmRA. 
8.1. Selección de muestras 
De cada uno de los pacientes se seleccionaron tres muestras de heces: 
1. una tomada al ingreso (muestra basal); 
2. una muestra representativa del periodo de PEL, recogida entre el día 1-5 de este periodo 
(muestra PEL); 
3. una muestra representativa del periodo de Pos-PEL, recogida entre el día 1-5 tras la retirada de 
la profilaxis con levofloxacino (muestra Pos-PEL). 
  
54 
8.2. Extracción de ADN de muestras de heces 
Para la extracción del ADN genómico total se utilizó el método comercial QIAamp DNA 
Mini Kit (Qiagen GmbH) siguiendo las recomendaciones del fabricante y utilizando columnas 
de sílice. El ADN se eluyó en tampón TE. 
8.3. PCR en tiempo real cuantitativa (qPCR) 
La PCR en tiempo real permite la amplificación de fragmentos de ARN o ADN y la detección 
simultánea del producto acumulado gracias a la incorporación de moléculas fluorescentes que se 
liberan de manera proporcional a la cantidad de fragmento amplificado. En cada ciclo de PCR este 
producto se va acumulando y rebasado un valor umbral (ciclo Ct), la fluorescencia aumenta de 
manera exponencial. La cantidad de fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de ADN 
presente en la muestra inicial. 
 
Figura 9. Diagramas de amplificación de una PCR en tiempo real (adaptado del manual de RT-PCR 
de Sigma-Aldrich). El gráfico de la izquierda representa la emisión de fluorescencia relativa frente al 
ciclo de amplificación y el de la derecha es la representación semi-logarítmica del anterior. 
 
La abundancia de i) bacterias totales en heces, ii) bacterias del género Enterococcus y iii) 
E. faecium durante las distintas fases del estudio (Basal, PEL y Pos-PEL) se determinó mediante 
la amplificación y detección de secuencias diana de los genes 16S rADN, 23S rADN y ddl (que 
codifica para una D-ala: D-ala ligasa) respectivamente, empleando los cebadores y sondas Taq 
Man descritos previamente [210–212] (tabla 7). 
8.3.1. Optimización de las PCR 
Las condiciones de las PCRs de los genes diana (16S rADN, 23S rADN y ddl) empleadas en 
el estudio se optimizaron de la siguiente manera: 
8.3.1.1. Adecuación de las concentraciones de cebadores y sonda 
Para determinar las concentraciones menores de cebadores y sonda para las que se 
detectaba un mayor incremento exponencial en la señal de fluorescencia se diseñaron 6 PCRs 
con las combinaciones de cebadores (c) y sonda (s) abajo indicadas (secuencias en tabla 7). 
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a) 300 nM (c)- 50 nM (s) d) 600 nM (c)-50 nM (s) 
b) 300 nM (c)-100 nM (s) e) 600 nM (c)-100 nM (s) 
c) 300 nM (c)-150 nM (s) f) 600 nM (c)-150 nM (s) 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µl, 10 µl de master mix 
(Gene expression Master Mix, Applied Biosystem,), 2 µl de muestra (ADN obtenido a partir 
de un cultivo o.n. de la cepa control E. faecium ATCC 19434 con el protocolo descrito en el 
apartado 5.2.1.) y volúmenes variables de agua, cebadores y sonda para obtener esas 
concentraciones. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador ABI Prism 
FAST-7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, EE. UU.). Las condiciones empleadas fueron: 2 min a 50ºC; 10 min a 95ºC; 
40 ciclos de: 15 seg a 95ºC y1 minuto a 60ºC (amplificación y detección). 
 
Tabla 7. Tm, cebadores y sondas específicos empleados en el estudio de la microbiota intestinal 
mediante qPCR. 
 
8.3.1.2. Determinación de la eficienciay coeficiente de correlación  
Una vez seleccionadas las concentraciones óptimas de cebadores y sonda para la amplificación 
de cada uno de los tres genes seleccionados, se determinó la eficiencia (E) y coeficiente de 
correlación (R2) para cada una de las 3 PCRs (16S rADN, 23S rADN y ddl). Para ello se 
realizaron 5-6 diluciones seriadas en base diez del ADN extraído de un cultivo o.n. de E. 
faecium ATCC 19434 y la cantidad de ADN (ng/µl) de cada dilución se determinó 
espectofotométricamente mediante el sistema NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). 
Se llevaron a cabo 3 PCRs independientes (gen 16S rDNA, 23S rDNA y ddl) usando 
las condiciones indicadas en el apartado 8.4.1.1. y empleando cada una de estas diluciones 
como ADN molde (2 réplicas para cada concentración). Cada reacción se llevó a cabo en un 
volumen final de 20 µl que incluía: 10 µl de master mix (Gene expression Master Mix, Applied 
Biosystem), 3,4 µl de agua, 1 µl de cada pareja de cebadores a la concentración determinada 
en el apartado anterior (F+R), 3 µl de sonda, 0,4 µl de ROX (Applied Biosystems), 0.2 µl de 
BSA (Sigma-Aldrich, Missouri, EE.UU.) y 2 µl de ADN. 
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Se realizó una recta patrón para cada gen a partir de los Ct medios obtenidos para las 
diluciones estándares y a partir de ella se determinó el coeficiente de correlación (R2) y la 




) ) − 1] 100, siendo m la pendiente de la recta).  
8.3.3. Cuantificación relativa 
Para analizar los cambios en la población bacteriana total y en la de Enterococcus spp.                 
(E. faecium en particular), se empleó un análisis cuantitativo relativo en el que se comparó, para 
cada paciente seleccionado, la cantidad relativa de cada uno de los genes en las muestras de 
heces de las fases LEP y Pos-LEP con respecto a la muestra basal. 
Para compensar cualquier diferencia en la cantidad de muestra y garantizar la 
comparación de cantidades de diana amplificadas procedentes de cantidades equivalentes de 
muestra se empleó como gen de referencia endógeno (normalizador) el gen de la RNAsa P 
(Applied Biosystems) empleando las concentraciones de sonda y cebadores previamente 
optimizadas en nuestro laboratorio para muestras de heces de pacientes oncológicos (400 nM 
(c) y 100 nM (s)). 
La cuantificación relativa se realizó aplicando el método de Livak (2-ΔΔCt) y los 
resultados se expresaron como la ratio de las cantidades relativas de las dianas en la PEL y en 
la Pos-PEL con respecto a la muestra basal, empleada como calibrador (figura 10). Todas las 
reacciones de PCR se llevaron a cabo por triplicado en placas de 96 pocillos en un 
termociclador de tiempo real, ABI Prism FAST-7500 Sequence Detection System (Applied 
Biosystems) empleando las cantidades y condiciones descritas en el aparatado 8.4.1.2. Los 
datos se analizaron con el software ABI Prism FAST-7500 (Applied Biosystems)  
 
 
Figura 10. Esquema simplificado del método de Livack aplicado para el cálculo de la cantidad relativa 
de cada una de las dianas en las muestras de heces del ingreso (PEL y Pos-PEL) con respecto a la 
muestra basal. 
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9. Análisis estadístico 
Los datos recogidos en este estudio se analizaron con el programa estadístico STATATM, 
versión 11.0 (StataCorp LP, Texas, USA). Para establecer la asociación estadística entre las 
variables clínico-demográficas y la colonización por EfmRA se aplicaron los test de Fisher o 
Chi-cuadrado para las variables cualitativas. Cuando los datos que se compararon fueron 
medias o rangos, se aplicó el test t- Student de muestras independientes o el test U de Mann 
Whitney, respectivamente.  
 
El nivel de significación estadística se estableció en 0,05 salvo cuando se llevaron a 
cabo comparaciones múltiples sobre la misma variable, como ocurrió al explorar los factores 
de riesgo de adquisición de colonización durante la PEL y la Pos-PEL. En este caso se aplicó 
la corrección de Bonferroni y se disminuyó el nivel de significación estadística a 0,025 para 
disminuir el efecto negativo de la multiplicidad de contrastes sobre el error de tipo I. 
Para comprar las tasas de colonización entre los periodos del estudio (Basal vs PEL y 
Basal vs PEL) se empleó el test de McNemar que permite comparar y establecer si existe una 
asociación significativa entre proporciones de muestras u observaciones que están relacionadas 
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RESULTADOS 
1. Características clínico-epidemiológicas de los pacientes 
Durante el periodo de estudio (3 años) 163 pacientes cumplieron los criterios de inclusión y se 
les ofreció la posibilidad de participar en el ensayo. De ellos 113 firmaron el consentimiento 
informado y fueron reclutados, aunque de éstos sólo 52 se incluyeron finalmente en el estudio. 
Los motivos de exclusión fueron: la ausencia de una muestra fecal basal (n=30), pérdida de 
seguimiento por traslado a otro centro/fallecimiento (n=27) o administración de antibióticos 
beta-lactámicos durante la PEL (n=4). De estos 52 pacientes se estudiaron un total de 63 
episodios de neutropenia (EN), ya que 8 de ellos participaron durante más de una fase de 
tratamiento (≥2 EN): 6 con 2 EN y 2 pacientes con 3 EN. 
 Los pacientes incluidos fueron en su mayoría hombres (n=30, 57,6%) con una edad media 
de 47±15,6 años, y en su mayoría diagnosticados de leucemia mieloide aguda (LMA, n=27). 
Cabe destacar que algo más de la mitad de estos pacientes (55,7%; 29/52) habían permanecido 
hospitalizados en este u otro hospital durante el mes previo a la participación en este estudio. 
Las principales características clínico-epidemiológicas de los pacientes y de su ingreso 
aparecen recogidas en la tabla 7.  
 




2. Infecciones clínicas 
Durante el seguimiento clínico se extrajeron 212 parejas de hemocultivos y se 
documentaron microbiológicamente 22 episodios de bacteriemia con relevancia clínica. De 
estos EfmRA fue la tercera causa más frecuente de bacteriemia (n=4; 18,2% del total de 
episodios de bacteriemia) por detrás de los estafilococos coagulasa-negativos (n=8; 36,6%) y 
E. coli (n=6; 27,2%). 
Los episodios de bacteriemia originados por EfmRA se detectaron en un 7,7% del total 
de pacientes que se correspondieron con 12,5% (4/32) de los colonizados a nivel intestinal por 
este microorganismo. Sin embargo, la asociación entre la colonización intestinal y el posterior 
desarrollo de bacteriemia por EfmRA no se demostró estadísticamente significativa (Test de 
Fisher, p=0,151). 
 Los episodios de bacteriemia producidos por EfmRA tuvieron lugar en pacientes 
colonizados, durante la fase de pos-profilaxis (Pos-LEP) y tras la administración de 
quimioterapia de inducción a la remisión. En todos los casos el clon detectado en el episodio 
de bacteriemia fue idéntico al que se aisló en las heces, confirmando su origen intenstinal. El 
tiempo medio transcurrido desde el aislamiento del clon de EfmRA en las heces de un paciente 
y el desarrollo de bacteriemia fue de 29,5±12 días. 
 No se documentó ninguna otra infección clínica producida por EfmRA durante el periodo 
de estudio. 
3. Dinámica de colonización de EfmRA  
Durante los tres años del estudio se procesaron 482 muestras de heces y se detectó colonización 
en 197 muestras (40,8%). Esto se correspondió con la detección de colonización intestinal por 
EfmRA en un 61,4% (32/52) de los pacientes. 
 Las tasas de colonización se incrementaron de forma gradual durante la estancia hospitalaria 
durante el primer EN estudiado: 25% (13/52) en la fase Basal, previo a la administración de 
quimioterapia; 36,6% (19/52) durante la PEL y fueron máximos en la fase Pos-PEL 50% 
(26/52) (figura11a). El incremento en la colonización detectado en la fase de Pos-PEL con 
respecto a la basal del primer EN fue estadísticamente significativo (McNemar, p= 0,004). En 
este sentido, cabe reseñar que algo más de dos tercios (61,5%; 8/13) de los pacientes en los que 
se detectó colonización basal habían tenido al menos un ingreso en el mes previo a la 
participación en este estudio. 
 Cuando se estudiaron de manera global todos los episodios de neutropenia, sin diferenciar 
entre el primero o sucesivos, se observaron tasas de colonización algo superiores a las arriba 
descritas. Por el contrario, al realizar este análisis incluyendo sólo los segundos o terceros EN, 
las tasas de colonización fueron muy superiores a las del primer EN y estuvieron comprendidas 
entre el 60 y el 80% (Figura 11a). Esta observación está en consonancia con las elevadas tasas 
de persistencia de colonización encontradas durante el primer EN, que fueron una 
característica común a la mayoría de pacientes colonizados (78.1%, 25/32) (figura 11b). 
 No se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de adquisición de 
colonización de EfmRA en los periodos de PEL y Pos-PEL (p = 0,01). 
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Figura 11. a) Tasa de colonización por EfmRA previa a la administración de profilaxis (Basal), durante 
la PEL y tras su retirada (Pos-LEP); b) Tasas de adquisición y persistencia de colonización por EfmRA 
durante el primer EN en los diferentes sub-periodos, * p < 0,025. 
 
4. Factores de riesgo de colonización por EfmRA 
Inicialmente se llevó a cabo un análisis exploratorio para determinar qué variables se asociaban 
significativamente y de manera independiente con un mayor riesgo de adquisición de 
colonización por EfmRA durante las fases de PEL y Pos-PEL. Las variables estudiadas y su 
asociación con la colonización por EfmRA aparecen recogidas en la tabla 8. 
 Este análisis puso de manifiesto que la duración de la neutropenia, la presencia de mucositis 
y la fase de inducción de la quimioterapia eran factores de riesgo independientes para 
colonizarse por EfmRA durante la fase de pos-PEL (corrección de Bonferroni, p < 0,025) (tabla 
8). Por el contrario, ninguna de las variables estudiadas pudo asociarse de manera significativa 
con el riesgo de adquirir colonización pro EfmRA durante la PEL. Sin embargo, y pese a 
carecer de significación estadística, este análisis reveló que los pacientes que recibieron 
profilaxis con cotrimoxazol de manera concomitante con la PEL se colonizaron menos que 
aquellos que recibieron PEL de manera aislada (50% vs 78%). 
 El diseño del estudio y la ausencia de un grupo control sin administración de PEL 
condicionaron el análisis del estudio, no pudiéndose llevar a cabo un análisis multivariable 
con aquellas variables que mostraron una asociación estadística durante el análisis univariable 




Tabla 8. Análisis de las variables asociadas con la colonización de los pacientes por EfmRA durante los 
periodos de PEL y Pos-PEL. 
 
5. Estructura poblacional y diversidad clonal de EfmRA  
5.1. PFGE y MLST 
Los 193 aislados de EfmRA recuperados de 452 muestras de heces en este estudio se agruparon 
en 24 pulsotipos diferentes (A-X), mediante inspección visual y 13 secuencias tipo (STs) (tabla 
9). Estas 13 ST se distribuyeron en los grupos BAPS 1 (1 ST; 0,5 % aislados), BAPS 2 (7 STs; 
67,4 % de los aislados), BAPS 3 (4 STs; 31,6 % de los aislados) y BAPS 7 (1ST; 0,5 % de los 
aislados). Algo menos de la mitad de estas ST (6/13) se correspondieron con los subgrupos de 
BAPS 2.1a y 3.3a y agruparon a la práctica totalidad de los aislados (n=183; 94,8%). Estos 
subgrupos suelen considerados clones de alto riesgo y su adquisición se relaciona con el medio 
hospitalario [165,166]. 
 El clon EfmRA-ST117 (BAPS 2.1a), se asoció con los patrones de campo pulsado (PFGE) 
B, E y N y fue el clon más frecuentemente detectado en este estudio (36,5% de los pacientes). 
Asimismo, este fue el clon que se aisló en todos los episodios de bacteriemia producidos por 
E. faecium (n=4, EfmRA-ST117- B y EfmRA-ST117-N) y coincidió, en todos los casos, con el 
clon detectado en ese periodo en las heces del paciente. 
 El clon EfmRA-ST17 (BAPS 3.3a) se aisló en 21% de los pacientes y mostró una mayor 
variabilidad en los patrones de PFGE (D, G, H, O, Q, T and U). El resto de clones se 
detectaron de manera aislada y esporádica durante el periodo de seguimiento.  
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Tabla 9. Diversidad clonal, presencia de genes asociados a virulencia y co-resistencias de los aislados 
de EfmRA de colonización y muestras clínicas. 
 
 Para confirmar el análisis visual de los patrones de campo pulsado se empleó el método 
UPGMA para el análisis de los patrones de bandas de cada uno de los diferentes perfiles de 
campo pulsado detectados por paciente (figura 12) permitió agrupar con más de un 85% de 
similitud al 94,7% (18/19, 15/19 fueron aislados idénticos y 3/19 se consideraron altamente 
relacionados) de los aislados designados como clon ST117-B en el análisis visual. Los clones 
EfmRA-ST117-N (2/2) y EfmRA-ST117-E (2/2) se agruparon como clones independientes. 
Los aislados clasificados como EfmRA-ST17-D se subdividieron en dos clones diferentes 
mediante esta herramienta. 
 A lo largo del periodo de estudio se observó un cambio en la dinámica de colonización por 
EfmRA de los pacientes hematológicos. Durante los dos primeros años, 2009 y 2010, el clon 
predominante fue EfmRA-ST117, que se detectó en 66,7% (14/21) de los pacientes incluidos 
en esos años. Sin embargo, a partir del 2011 se detectó una transición ecológica, desplazándose 
el clon EfmRA-ST117 por el clon EfmRA-ST17 que colonizó al 22,5 % (7/31) de los pacientes 
reclutados a lo largo del 2011. La figura 13 representa la dinámica de colonización, la 
adquisición y persistencia y reemplazo clonal que tuvo lugar durante los distintos EN de los 
pacientes que participaron en el estudio. 
 Cuando se estudió la diversidad clonal de manera global en cada uno de los sub-periodos del 
estudio se observó una importante reducción de ésta a lo largo del tiempo. Así, el índice de 
diversidad de Simpson (Di), fue de 0,92 en la fase Basal, de 0,87 durante la profilaxis extendida 
con levofloxacino y de 0,76 en la fase de pos-profilaxis. Esta observación es consistente con la 
persistencia de determinados clones a nivel intestinal, principalmente EfmRA-ST117 y el 




Figura 12. Dendrograma de los distintos clones aislados por paciente obtenido mediante el método 
UPGMA, clasificados mediante las distintas herramientas de tipado (PFGE, MLST y BAPS) y perfil 
de resistencia antibiótica de los aislados.  
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Figura 13. Dinámica de colonización de EfmRA a lo largo de los tres años del estudio. Las líneas 
continuas representan la duración de la estancia hospitalaria y el número delante de cada una de ellas 
hace referencia al episodio de neutropenia asignado en el estudio.  
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Las líneas discontinuas inmediatamente debajo indican los periodos reales de muestreo y la longitud de 
las flechas naranjas representa la duración de la PEL. Los diferentes clones de E. faecium se representan 
mediante bolas de colores, cuando la colonización es durante el episodio o como anillas de colores, para 
representar la colonización basal. En esta figura se aprecia la predominancia y persistencia de los clones 
de EfmRA-ST117 durante los años 2009 y 2010 y su disminución y reemplazo en este grupo de 
pacientes, por otros clones a partir del año 2011. 
 
5.2. Sistema Phene Plate™ (PhP System) 
5.2.1. Diversidad genética y análisis de clasificación cruzado 
La diversidad de nuestra población de E. faecium (n=197) varió en función del nivel de similitud 
empleado para la clasificación de aislados mediante el PhP. Cuando se emplearon los niveles 
de similitud 0,975 y 0,95 se obtuvieron índices de diversidad muy similares y superiores al 
obtenido mediante PFGE (tabla 10). Teniendo en cuenta únicamente los valores del índice de 
diversidad de Simpson (Di) esto indicaría que la técnica PhP es más discriminatoria que el 
PFGE, considerada como la técnica de referencia frente al que se compara, cuando se emplean 
niveles de similitud iguales o superiores a 0,95.  
 
Tabla 10. Poder discriminatorio del PhP y PFGE para los distintos niveles de similitud comparados. 
 
 
 La reproducibilidad de la técnica se verificó mediante el ensayo por duplicado de 14 aislados 
de E. faecium (10 seleccionados del estudio de colonización y 3 pertenecientes al clon sueco 
FMSE1 y E. faecium ATCC 51559) intra e inter-ensayo. En todos los casos, los perfiles se 
mantuvieron estables a tiempo final (transcurridas 60 h de incubación). 
 
La clasificación cruzada de los aislados, basada en los acuerdos y desacuerdos 
obtenidos por PhP y PFGE demostró que la concordancia entre ambas técnicas dependía, en 
gran medida, del índice de similitud elegido. Aunque el acuerdo relativo entre ambas técnicas 
fue bueno (0,82-0,85), con independencia del grado de similitud seleccionado, no lo fue tanto 
cuando se tuvo en cuenta el efecto del azar (Pe). Basándonos en los valores del índice de kappa, 
el acuerdo entre ambos métodos fue moderado (0,41-0,6) cuando los índices de similitud se 
establecieron en 0,975 ó 0,95 y buena, para el índice de similitud de 0,9 (tabla 11). 
 Los resultados del análisis cruzado fueron muy semejantes para los índices de simlitud 0,975 
y 0,95. En ambos casos se observó que el tipo de PhP fue mejor predictor del patrón de PFGE 
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que a la inversa: algo menos de la mitad (40 y 42% respectivamente) de todas las parejas de 
aislados con el mismo patrón de PFGE se agruparon dentro del mismo tipo de PhP, mientras 
que cerca del 80% (80,7% y 78% respectivamente) de las parejas de aislados que se agruparon 
dentro del mismo tipo de PhP, compartieron además el patrón de PFGE (figura 14). Por el 
contrario, cuando se seleccionó el índice de similitud de 0,9 para el análisis se invirtió esta 
observación, encontrándose que 83% de las parejas de aislados que compartieron PFGE, 
compartieron además el tipo de PhP y sólo 0,66% a la inversa. 
 
Tabla 11. Resultados del análisis de clasificación cruzado de todas las parejas de aislados de EfmRA 
posibles en función del acuerdo o desacuerdo entre PFGE y PhP con tres niveles de similitud distintos 





















El valor del índice kappa (κ) refleja el acuerdo entre ambas técnicas. Abreviaturas: Pm, probabilidad 






Figura 14. Diagramas que muestran la concordancia entre la tipificación molecular mediante PFGE y 
la tipificación fenotípica mediante el PhP para los valores de similitud 0,975; 0,95 y 0,9 (de arriba abajo). 
El tamaño de las bolas es proporcional al número de aislados para cada tipo.  
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5.2.2. Perfiles de utilización de azúcares 
Los perfiles numéricos, resultado del grado de metabolización de los distintos azúcares 
incluidos en el esquema de tipado de PhP, se desglosaron para examinar el grado de utilización 
individual de estos sustratos. 
La gran mayoría de estos aislados (> 95%) fueron capaces de hidrolizar en alto grado 
(alta utilización: 0-8) más de la mitad de los sustratos incluidos en este sistema de tipificación 
(12/23): ribosa (100%), L-alanina (97,9%), maltosa (100%), trehalosa (99,4%), sacarosa 
(95,4%), lactosa (99,5%), melobiosa (95,9%), lactulosa (99,4%), gentobiosa (97,9%), manitol 
(100%), arbutina (98,9%) y β-metil glucósido (99,4%). Ésto puede ser indicativo de la 
existencia de rutas metabólicas comunes a esta especie que se expresan de manera constitutiva 
con independencia del grado de diversidad de la población de estudio. De igual manera, más 
del 90% de los aislados no demostró capacidad para metabolizar in vitro, o sólo lo hizo en bajo 
grado (17-24), los sustratos D-Xilosa, melecitosa, almidón y gluconato. 
 
 En contraste con estos resultados, se observó que la metabolización de determinados 
azúcares (como el inositol, sorbitol y glicerol o la rafinosa, la amigdalina y la tagatosa) pareció 
ser dependiente de la cepa estudiada, aunque se observaron variaciones intraclon. Así, sólo los 
aislados pertenecientes al clon dominante y persistente EfmRA-ST117-B (BAPS 2.1a) fueron 
capaces de metabolizar simultáneamente, en alto o medio grado, los polioles inositol (89/94; 
94,6%), sorbitol (74/94; 78,7%) y glicerol (94/94; 100%). De igual manera, sólo un reducido 
número de aislados incluidos en los BAPS 2.1a y 3.3a exhibieron capacidad de metabolizar la 
rafinosa en alto grado (13/15, EfmRA-ST117-E; 6/6 EfmRA-ST117-N y 3/8 EfmRA-ST203-
K; 25/25 EfmRA-ST17-D; 1/1 EfmRA-ST17-H; 1/2 EfmRA-ST17-O). El hecho de que la 
capacidad de metabolizar un azúcar no sólo sea dependiente de cepa, sino que pueda variar 
entre aislados, pertenecientes al mismo clon pero de distintos pacientes, podría sugerir la 
posibilidad de que los genes que codifican algunas de las enzimas involucradas en las rutas 
catabólicas de estos sustratos se adquieran por transferencia horizontal.  
 
 Es destacable el hecho de que únicamente los clones pertenecientes a los linajes asociados al 
medio ambiente hospitalario (BAPS 3.3a y 2.1a) fueron capaces de metabolizar el sorbitol, con 
la excepción de los clones EfmRA-ST17-D y EfmRA-ST-117-N. Esta característica podría ser 
importante para la supervivencia de estas cepas en el ambiente hospitalario, aunque esta 
afirmación requeriría la comprobación molecular de la existencia de rutas responsables de la 
hidrólisis de este azúcar y su localización genética. Con la excepción del sorbitol, no se 
encontró ninguna asociación entre los subgrupos BAPS y la metabolización de alto grado de 





6. Características microbiológicas de EfmRA 
6.1. Resistencia antibiótica  
Todos los clones fueron resistentes a la eritromicina y todos, con la excepción de los 
pertenecientes a las secuencias tipo ST685, ST539 y ST18, presentaron además resistencia a 
levofloxacino. La resistencia de alto nivel a estreptomicina (>1.000 mg/L) se detectó en la 
mayoría de los clones, mientras que sólo un reducido número de los clones pertenecientes a 
las ST203, ST17 y ST117 presentaron resistencia de alto nivel a gentamicina (>500 mg/L) 
(tabla 9). Todos los aislados, tanto de colonización como de episodios de bacteriemia, fueron 
sensibles a vancomicina (≤1mg/L), teicoplanina (≤2mg/L) y daptomicina (≤1mg/L). De igual 
manera, todos los aislados fueron sensibles a linezolid (≤1mg/L), salvo dos pertenecientes al 
clon EfmRA-ST117-N (ver apartado 7. Emergencia de resistencia a linezolid in vivo). 
6.2. Factores asociados a virulencia y producción de bacteriocinas 
El gen esp se detectó en todos los aislados pertenecientes al clon EfmRA-ST203 y EfmRA-
ST117 (BAPS 2.1a) y en aproximadamente la mitad de los pertenecientes al clon EfmRA-ST17 
(BAPS 3.3a). (46,6%). Por el contrario, el gen hyl solo se detectó de manera esporádica en los 
aislados pertenecientes al clon EfmRA-ST117 y en la práctica totalidad de aislados del clon 
EfmRA-ST17 (93,3%). La presencia del gen acm se detectó en todos los aislados de EfmRA 
del estudio (tabla 9).  
 La producción de bacteriocinas in vitro frente a la cepa de referencia E. faecalis JH2-2 no fue 
homogénea dentro de un determinado clon y sólo se demostró en un reducido número de 
aislados de EfmRA perteneciente a los clones EfmRA-ST17 [D (2/25), G (3/3), H (1/1), Q 
(7/12)], EfmRA-ST117 (B (23/95), EfmRA-ST203 [(M (3/3), K (6/8)] y EfmRA-S685 [F 
(1/1)].  
 Cuando se investigó la producción de bacteriocinas in vitro empleando un representante de 
cada clon de EfmRA como cepa indicadora se puso de manifiesto que sólo un 41,6% (10/24) 
de los clones seleccionados era capaz de producirlas e inhibir el crecimiento de otros aislados. 
La práctica totalidad de los clones productores de bacteriocinas (8/10) se agruparon en los 
grupos BAPS 2.1a (3/10) y 3.3a (5/10) y pertenecieron a las secuencias tipo ST17 (clones C, 
G, H, J y Q) ST18 (clon J), ST203 (clones K y M), ST117 (clon B).  
 Ninguno de los clones seleccionados, ni la cepa control E. faecium L50, fueron capaces de 
producir bacteriocinas in vitro frente al clon EfmRA-ST117-B, que resultó ser el clon más 
prevalentemente detectado en colonización (figura 15). 
 La detección molecular de los genes que codifican para las bacteriocinas reveló que la 
enterocina A estaba ampliamente distribuída en la selección de clones (18/24; 75%). Por otra 
parte, todos los clones que produjeron bacteriocinas in vitro, con la excepción de EfmRA-
ST203-M, albergaron el gen que codifica para la bacteriocina Bac43. En ninguno de estos 




















Figura 15. Presencia de genes que codifican las bacteriocinas EntA, EntB, EntQ, EntP, EntL50, Bac32 y Bac43 en los diversos clones de EfmRA detectados 
durante el estudio (un representante por clon) y detección de la producción de bacteriocinas in vitro empleando cada uno de los clones como cepa indicadora y el 




7. Emergencia de resistencia a linezolid in vivo 
7.1. Descripción del caso clínico 
Un varón adulto de 69 años acudió al servicio de urgencias del Hospital Universitario Ramón 
y Cajal con un cuadro clínico de pancitopenia e ingresó en el servicio de Hematología con un 
diagnóstico de leucemia mieloide aguda. Siguiendo los protocolos clínicos de nuestro hospital, 
se le administró PEL (500 mg/ 24 h v.o.) desde el ingreso (día 0) y 10 días después, inició el 
primer ciclo de inducción de quimioterapia con idarubicina-citarabina-panobinostat.  
 El paciente accedió a participar en el estudio, firmó el Consentimiento Informado y se 
obtuvieron muestras de heces para la detección de colonización por EfmRA, siguiendo el 
esquema descrito en el apartado Material y Métodos de este capítulo. En el día +18 del ingreso 
se detectó el primer aislado de EfmRA a nivel intestinal y cuatro días más tarde (día +22), el 
paciente desarrolló neutropenia febril (leucocitos: 1.300/ml, neutrófilos: 300/ml). En este 
momento se extrajeron hemocultivos, se interrumpió la PEL y se inició antibioterapia empírica 
con piperacilina-tazobactam (4.000 mg/8 h i.v.) y vancomicina (1.000 mg/12 h i.v.). En el día 
+25 se informó del aislamiento de Staphylococcus epidermidis en un hemocultivo y 5 días después 
(día +30) durante los cuales el paciente permaneció afebril, decidió retirarse la vancomicina y 
mantener tratamiento empírico con piperacilina-tazobactam. En el día +33 del ingreso (día 
+13 de neutropenia) el paciente volvió a presentar fiebre, por lo que se le extrajeron de nuevo 
hemocultivos. Dos días después se informó del crecimiento de EfmRA en estos hemocultivos, 
motivo por el que decidió cambiarse el tratamiento con piperacilina-tazobactam por linezolid 
(600 mg/12 h i.v.) durante 9 días hasta que fue dado de alta (día +44) (figura 16).  
 Una semana después del alta (día +51), el paciente ingresó de nuevo en el Servicio de 
Hematología para recibir un ciclo de reinducción de quimioterapia de 7 días con citarabina-
idarubicina. En el día +61 se obtuvo una muestra de heces (MH6) en la que se aisló EfmRA 
resistente a linezolid. Este mismo día, el paciente desarrolló neutropenia febril por lo que se 
pautó meropenem (1.000 mg/8 h i.v) que se mantuvo hasta que el paciente volvió a presentar 
fiebre 12 días después (+73). En este momento se cambió el tratamiento con meropenem por 
piperacilina-tazobactam (4.000 mg/8 i.v.) que se mantuvo hasta el alta. En el día +82 y 41 días 
depués de la finalización el tratamiento con linezolid, se recuperó un nuevo aislado de EfmRA 
resistente a linezolid en una muestra de colonización intestinal (MH7). 
7.2. Caracterización molecular de los aislados de EfmRA 
Durante los dos ingresos del paciente se aisló EfmRA en 5 de las 7 muestras de heces recogidas 
(figura 16). El primer aislado de EfmRA se detectó en el día +17 del primer ingreso (MH3) y 
el paciente se mantuvo colonizado por EfmRA hasta el alta (día +44). Durante el reingreso el 
paciente permaneció colonizado por EfmRA, pero en esta ocasión los aislados fueron 
resistentes a linezolid. Todos los aislados de EfmRA, tanto los de colonización como el aislado 
de bacteriemia, pertenecieron al mismo clon (EfmRA-ST117-BAPS 2.1a) (figura 17) y 
presentaron resistencia de alto nivel a la estreptomicina (>1.000 mg/L) y a la gentamicina 
(>500 mg/L), además de resistencia a levofloxacino y eritromicina. Los aislados EfmRA-6 y 
EfmRA-7 fueron además resistentes a linezolid (32 mg/L y 24 mg/L respectivamente). Todos 
los aislados fueron sensibles a vancomicina, teicoplanina y daptomicina.  
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Figura 16. Cronograma de los acontecimientos producidos durante los ingresos del paciente en el que 
se detectó resistencia a linezolid en aislados de colonización de EfmRA, estado clínico, antibióticos 
administrados (ATB) y muestras recogidas durante ambos ingresos (muestras de heces, MH y 
hemocultivos, (HC). Los números sobre la línea cronológica indican los días en que se tomaron esas 
muestras desde el primer ingreso. Abreviaturas: ATB, antibióticos; PIP-TAZ, pieracilina-tazobactam; 
Fb, fiebre; QT, quimioterapia; MH, muestra de heces; HC, hemocultivo. 
 
7.3. Caracterización molecular de la resistencia a linezolid 
La secuenciación de un fragmento de 9 nt del gen 23S rADN de todos los aislados EfmRA 
reveló la presencia de dos subpoblaciones a nivel de la posición 2576 (numeración E. coli) en 
los aislados EfmRA-6 y EfmRA-7. Una tenía T y otra, G, y esta última subpoblación no se 
encontró en los aislados sensibles a linezolid (EfmRA-3, EfmRA-4, EfmRA-5). La 
pirosecuenciación permitió confirmar los resultados obtenidos mediante la secuenciación 
Sanger y que los aislados resistentes tenían G y T en la posición 2576 en una proporción 1:2. 
Esto indicaría la presencia del polimorfismo T2576 en 4 de los 6 alelos que E. faecium tiene del 
gen 23S rADN.  





Figura 17. Patrones de PFGE-Sma-I, CMIs a linezolid y número de alelos mutados (23S rADN) de los 
aislados de EfmRA con resistencia a linezolid. En la parte inferior se muestra el pirograma de los 
aislados EfmRA-6 y EfmRA-7 (secuencia complementaria). En amarillo aparecen señalados los dos 
picos correspondientes a los nucleótidos de la posición 2576. 
 
8. Estudio por qPCR de los cambios en la microbiota intestinal de pacientes 
oncohematológicos 
Se seleccionó un subgrupo de 20 pacientes oncohematológicos del estudio de colonización en 
base a su estado de colonizado (n=9; 6/9 con LMA y 3/9 con LLA) o no colonizado por 
EfmRA (n= 11; 7/11 con LMA, 2/11 con LLA, 1/11 con Mielofibrosis y 1/11 con LLC) para 
estudiar la evolución cualitativa y cuantitativa de la microbiota intestinal en diferentes 
momentos del ingreso (Basal, PEL, Pos-PEL). Los pacientes incluidos en el grupo de 
colonizados por EfmRA permanecieron ingresados durante 48 (rango 23-134 días) y recibieron 
PEL durante una mediana de 20 (rango, 8-40) días. Sin embargo, los pacientes incluidos en el 
grupo de no colonizados tuvieron ingresos más cortos (mediana: 31,1 días; rango, 19-39 días) 
y paralelamente recibieron PEL durante un menor número de días [mediana: 10 días; rango: 
2-28 días). 
 
8.1. Optimización y validación de las qPCR 
De manera previa al estudio de los cambios cuantitativos en la microbiota de este subgrupo de 
pacientes, se adecuaron las concentraciones finales de cebadores y sonda para cada una de las 
PCRs de las 3 dianas bacterianas para asegurar una adecuada sensibilidad. Las combinaciones 
de cebador y sonda que permitieron detectar un mayor incremento en la intensidad de 
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fluorescencia, con un menor Ct (siempre Ct<30) y empleando la menor concentración de 
sonda se detallan en la tabla 12. 
Una vez seleccionadas las concentraciones de trabajo se generaron tres curvas patrón a 
partir de diluciones seriadas de una muestra de ADN purificado de E. faecium (39,2 ng/µl-
0,0392 ng/ µl). La transformación de la curva de amplificación en una representación 
semilogarítmica (Ct vs log Dilución ADN) permitió el cálculo de la eficiencia (E) y coeficiente 
de correlación (R2) de cada una de las reacciones (tabla 12). 
 
Tabla 12. Concentraciones optimizadas de cebadores y sonda para las qPCR (16 S rADN, 23S rADN, 






En los tres casos, los valores de eficiencia y coeficiente de correlación se encontraron 
dentro de los límites aceptados como adecuados para establecer una correlación entre la 
concentración del ADN y el Ct (R2 >0,985 y E: 80-110%). 
 
8.2. Cambios en la microbiota de pacientes oncohematológicos 
En la mayoría de los pacientes incluidos en este sub-estudio se observó una diminución de la 
carga bacteriana total en las muestras de PEL y Pos-PEL [reducción de un 1,01 (intervalo: -
0,15 a -2,33) log en 85% de las muestras tomadas durante la PEL y 1.33 (intervalo: -0,05 a -
3,16) log en 75% de las correspondientes con las fase de Pos-PEL] (Figura 18-heatmap).  
 Cuando se analizó la carga bacteriana del género Enterococcus en el grupo de pacientes 
colonizados por EfmRA se observó un aumento relativo respecto a las muestras basales de 
1,79 (intervalo: 0,51-2,83) log en 77,7% de las muestras de PEL y de 2,23 (0,5-3,92) log en 
todas las muestras de la fase de pos-PEL. Este enriquecimiento en enterococos se observó de 
manera concomitante con el incremento significativo de E. faecium en las heces de estos 
pacientes durante la profilaxis extendida con levofloxacino [88,8% de las muestras; 1,38 (0,67-
2,81) log] y en la fase de pos-profilaxis [100% de las muestras; 1,65 (0,47-3) log]. 
 Por el contrario, en los pacientes del grupo no colonizados por EfmRA (de acuerdo a los 
resultados del cultivo), se detectó una caída de 2,42 (-0,66 a -3,95) log en la cantidad relativa 
de ADN de E. faecium en 82% de las muestras de la PEL. Además, en un 63,6% de las muestras 
de Pos-PEL, la cantidad relativa de ADN de E. faecium fue inferior a la detectada en las 
muestras basales. En tres de los pacientes en los que no se detectó colonización por EfmRA 
mediante cultivo (p27, p31 y p42), se observó un incremento en E. faecium en las muestras de 





Figura 18. Abundancia relativa de E. faecium, Enterococcus spp. y bacterias totales en muestras de heces 
de pacientes colonizados y no colonizados por EfmRA durante la profilaxis extendida con levofloxacino 
(PEL) y pos-profilaxis (Pos-PEL) con respecto a las muestras basales cuantificada mediante qPCR. Las 
celdas en rojo indican una disminución logarítmica de la cantidad de ADN por debajo del nivel basal 
en tanto que las verdes representan un incremento con respecto a ésta. Abreviaturas: P, paciente; Mdn, 
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ANTECEDENTES 
1. Streptococcus del grupo D 
Enterococcus faecium y Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus (S. gallolyticus) son dos especies 
de bacterias grampositivas que colonizan el TGI del hombre y de diversos animales. Ambas 
tienen un bajo contenido en G+C, crecen en presencia de bilis e hidrolizan la esculina [13]. 
Desde comienzos del pasado siglo y durante más de 50 años, las bacterias de los actuales 
géneros Enterococcus y Streptococcus grupo bovis (S. bovis), se agruparon juntas en el grupo D de 
la clasificación de los estreptococos propuesta por Rebecca Lancefield. Esta clasificación se 
basa en las reacciones serológicas de los carbohidratos de la pared celular que, en el caso del 
grupo D se trata de un ácido glicerol-teicoico (polímero del glicerol y ribitol) [213].  
1.1. Taxonomía 
En 1984 las especies conocidas hasta entonces como Streptococcus faecium y Streptococcus faecalis, 
en base a los resultados obtenidos en estudios de hibridación ADN-ADN y secuenciación del 
gen 16S rADN, se transfirieron a un nuevo género: Enterococcus [15]. Por el contrario, la 
taxonomía S. bovis ha evolucionado de manera progresiva con la descripción de nuevas 
especies pertenecientes a este grupo.  
De manera clásica los aislados humanos de S. bovis se han clasificado en función de 
sus características fenotípicas, distinguiéndose dos biotipos: biotipo I (fermentadores de 
manitol), y el biotipo II (no fermentadores de manitol). Sin embargo, durante la última década, 
el empleo de la secuenciación del gen 16S rARN y el gen sodA ha conducido a que este grupo 
sufra una importante reclasificación que tiene, además, implicaciones clínicas [214] (tabla 13). 
En la actualidad, las antiguas especies de S. bovis se agrupan dentro del complejo Streptococcus 
bovis/equinus, que incluye tanto especies aisladas de humanos (Streptococcus gallolyticus subsp. 
gallolyticus (S. gallolyticus) o Streptococcus infantarius subsp. infantarius) como animales 
(Streptococcus equinus, Streptococcus alactolyticus). De todas estas especies, S. gallolyticus destaca 
por su importante papel en cuadros clínicos de endocarditis y su asociación con el cáncer 
colorrectal [215,216]. 
A pesar de estos cambios taxonómicos las especies de ambos géneros comparten rutas 
metabólicas, nicho ecológico y tienen un contenido genético similar [217]. 
 
Tabla 13. Nomenclatura de las principales especies humanas del complejo Streptococcus bovis/ equinus. 
  
1.2. Importancia clínica 
1.2.1. Complejo Streptococcus bovis/equinus: papel de S. gallolyticus 
Las especies de este complejo colonizan de manera variable el TGI de humanos (5%-23,8%) 
[34] y están implicados en cuadros clínicos de bacteriemia asociada o no a endocarditis [218] 
principalmente en varones de avanzada edad [219]. De hecho, desde 1951 se conoce la 
asociación entre un cuadro clínico de bacteriemia/endocarditis y la existencia oculta de cáncer 
colorrectal [220]. En el ser humano la principal vía de infección es el propio TGI aunque se 
han descrito otros como la orofaringe, el tracto urinario o el árbol biliar [221]. 
 La endocarditis infecciosa es una enfermedad relativamente poco frecuente, pero con una 
muy alta morbi-mortalidad asociada. La incidencia anual oscila de 3 a 10 casos por cada 
100.000 habitantes, aunque depende de las series y países [222–224]. Se han descrito diversos 
factores de riesgo que predisponen a padecerla como son las cardiopatías congénitas, los 
portadores de prótesis valvulares o los consumidores de drogas por vía parenteral [225].  
La endocarditis por S. bovis es una infección con una incidencia variable pero 
generalmente inferior al 10% [144,225]. Sin embargo, se han encontrado porcentajes 
superiores, de hasta el 25-50% en pacientes con bacteriemia y también en el sur de Francia 
[226–228]. 
La bacteriemia/endocardidtis por S. gallolyticus subsp. gallolyticus (antiguo biotipo I), 
presenta una asociación significativa con la existencia de lesiones malignas y premalignas en 
el colon. Por ello, numerosos protocolos incluyen la exploración colonoscópica en el estudio 
de la endocarditis infecciosa para descartar la presencia oculta de cáncer colorrectal [229]. Sin 
embargo, todavía en la actualidad y pese a haberse presentado distintos modelos de infección, 
se desconoce si el propio cáncer colorrectal predispone a la bacteriemia por este 
microorganismo o si por el contrario S. gallolyticus desempeña un papel en el desarrollo del 
mismo. 
 
Figura 19. Modelo de infección de S. gallolyticus propuesto por Boleij y cols. en 2011. 
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En este sentido Boleij y cols. propusieron en 2011 un modelo que trata de explicar la 
asociación entre S. gallolyticus, la endocarditis y el cáncer colorrectal. Este grupo, basados en 
sus resultados, afirma que tienen lugar cuatro acontecimientos clave en el desarrollo de la 
endocarditis infecciosa desde el TGI: 1) establecimiento de una conexión con el enterocito o 
la matriz extracelular, 2) translocación de la barrera epitelial, 3) evasión del sistema inmune 
en la lámina propria y 4) supervivencia en el torrente circulatorio y capacidad de producir 
una infección secundaria (figura 19) [230]. 
1.2.2. Enterococcus faecium 
Como ya se avanzó en la introducción general de esta tesis, E. faecium es capaz de producir 
infecciones de muy diversa naturaleza, pero destaca por su importancia y gravedad la 
bacteriemia. En los últimos años se ha comunicado un aumento del número de bacteriemias 
enterocócicas asociadas al ambiente hospitalario. Este aumento parece estar relacionado con 
un aumento de las bacteriemias producidas por E. faecium, particularmente por cepas con 
resistencia a la ampicilina. El porcentaje de cepas de E. faecium resistentes a la ampicilina tanto 
en nuestro hospital como en otros de tercer nivel es cercano al 90 % [141,195,199,231]. En un 
estudio reciente realizado en Dinamarca estimaron la incidencia de bacteriemia por E. faecium 
en 6,6 casos por cada 100.000 habitantes y el 85, 2% de ellas tuvieron un origen nosocomial 
[142].  
 La mayoría de las bacteriemias por E. faecium resistente a la ampicilina tienen lugar en 
pacientes inmunocomprometidos y se han encontrado como factores de riesgo la presencia de 
cánceres hematológicos, terapia inmunosupresora, uso previo de antibióticos (principalmente 
cefalosporinas) y mucositis asociada a neutropenia febril [141]. 
 E. faecium, a diferencia de E. faecalis y S. gallolyticus, es una causa muy poco frecuente de 
endocarditis y su implicación en este cuadro suele considerarse una complicación de la 
bacteriemia [145].  
 Aunque varios trabajos han puesto de manifiesto un sobrecrecimiento de E. faecium en 
pacientes colonizados que parece incrementar el riesgo de bacteriemia [232], no existen hasta 
la fecha trabajos que hayan profundizado en la capacidad intrínseca de este microorganismo 
para acceder al torrente circulatorio desde su localización intestinal. 
 
2. El epitelio intestinal humano 
2.1. Estructura 
El epitelio intestinal humano es un epitelio simple de células polarizadas que desempeña un 
papel muy importante en la resistencia frente a la infección. Cada una de las células que 
conforman el epitelio tiene una superficie apical, expuesta al medio ambiente externo y una 
superficie basolateral, de cara al interior del hospedador [233].  
Las células epiteliales se unen unas a otras mediante complejos especializados 
denominados uniones estrechas, formadas por varias proteínas transmembrana (como la 
ocludina o la claudina) y por proteínas intracelulares (como ZO-1 o ZO-2). Su principal 
función es sellar el espacio intercelular entre células adyacentes creando una barrera primaria 
que impide la circulación de fluidos, electroloitos o macromoléculas vía paracelular. 
  
Efectivamente, las uniones estrechas son esenciales para una correcta función de barrera así 
como para el mantenimiento de la polaridad del epitelio intestinal.  
El ensamblaje-desensamblaje de las uniones estrechas entre células está controlado, en 
parte, por su unión a proteínas del citoesqueleto y también a la E-cadherina (uniones 
adherentes) [234]. Las uniones adherentes se localizan en los laterales de la membrana, justo 
por debajo de las uniones estrechas. La E-cadherina es una proteína transmembrana que media 
la agregación homotípica dependiente de calcio entre células adyacentes. Esta proteína 
interacciona mediante sus dominios citoplasmáticos con las proteínas intracelulares 
denominadas cateninas (figura 20). La adherencia de las células epiteliales a la membrana 
basal tiene lugar mediante proteínas de la familia de las integrinas y es igualmente importante 
para el desarrollo de la estructura epitelial y su función [234]. 
Figura 20. Estructura molecular de las uniones estrechas en las células epiteliales intestinales. 
 
La barrera epitelial es la primera línea de defensa frente a la entrada de la mayoría de 
patógenos, por lo que el mantenimiento de su integridad es crucial como defensa frente a la 
infección. Su correcto funcionamiento va a depender principalmente de la microbiota (barrera 
ecológica), del epitelio mucoso (barrera mecánica) y de la secreción de IgA y de las células 
inflamatorias (función de barrera) [233]. 
 
2.1. Translocación 
La translocación se define como el paso de bacterias o sus productos a través de la membrana 
gastrointestinal. Este proceso ocurre de manera natural en individuos sanos y probablemente 
la translocación de endotoxinas de bacterias viables o muertas en pequeñas cantidades 
constituya un proceso fisiológico importante en la estimulación del sistema reticuloendotelial. 
Sin embargo, este proceso puede verse favorecido por estados patológicos como la pancreatitis, 
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un trauma, cirugía o el empleo de fármacos citotóxicos que produzcan un incremento de la 
permeabilidad de la barrera [233]. 
 
 Existen dos vías principales por las que puede tener lugar la translocación bacteriana: 
transcelular, a través de los enterocitos y paracelular, mediante su interacción con las uniones 
estrechas.  
La bacteriemia por E. faecium y S. gallolyticus suele ser la consecuencia final de un 
proceso endógeno de translocación intestinal. En el cancer colorectal y en los pacientes 
oncohematológicos con tratamiento inmunosupresor, la integridad de la barrera intestinal se 
ve alterada y como consecuencia se observan frecuentemente alteraciones de la permeabilidad 
y daño de la capa mucosa del epitelio.  
2.1.2. Modelos de estudio de translocación bacteriana in vitro: células Caco-2 
Se han utilizado varios métodos para el estudio de la translocación bacteriana que pueden ser 
directos o indirectos. La identificación de bacterias intestinales en los ganglios mesentéricos 
en un modelo animal, se considera una evidencia directa. Como métodos indirectos destaca 
el empleo de líneas celulares intestinales como Caco-2 o T-84 [230,235]. 
 Las células Caco-2 son una línea celular continua de células derivadas de adenocarcinoma 
colorectal epitelial humanas, desarrolladas por el Instituto de Cáncer Sloan-Kettering de 
EE.UU. Aunque tienen un origen canceroso tienen también una capacidad única para iniciar 
su diferenciación espontánea una vez que alcanzan la confluencia en condiciones normales de 
cultivo (presencia de glucosa y suero). De manera secuencial, durante un periodo de 15-20 
días, estas células desarrollan una polaridad morfológica y niveles de hidrolasas en los bordes 
en cepillo comparables con los de células intestinales maduras. Por este motivo este modelo 
celular ha sido frecuentemente empleado no sólo en el estudio de la adhesión y translocación 
bacteriana, sino en el estudio de las vías de transporte de fármacos a través de la membrana 
[236]. 
 
3. Importancia de la adhesion y formación de biopelículas 
La adhesión a distintos sustratos y la capacidad de crecer en biopelículas, son dos de los 
factores importantes en la colonización/ virulencia tanto de E. faecium y S. gallolyticus y su 
papel parece fundamental en el desarrollo de infección. En ambas especies existen numerosos 
compuestos de la membrana celular, como las denominadas MSCRAMMs, proteínas de 
adhesión a colágeno o proteínas del pili que parecen desempeñar un papel crucial en la 
adhesión tanto al epitelio mucoso como a distintos tipos de colágeno [230,237,238] . 
 La formación de biopelículas sobre distintas superficies y su relación con la patogenia se ha 
comunicado menos frecuentemente en los aislados de E. faecium que en los de E. faecalis. 
Además y pese a que inicialmente se relacionó la presencia del factor EspEfm con la formación 
de biopelículas [38], existen comunicaciones contradictorias acerca de su contribución a la 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
E. faecium y S. gallolyticus no solo comparten su nicho ecológico en el TGI del hombre si no 
que se ven involucrados en procesos infecciosos muy graves como la endocarditis y la 
bacteriemia que adquieren una especial relevancia en pacientes con algún tipo de 
inmunosupresión. Pese a esta similitud y la sugerencia de que la principal fuente de infección 
sea endógena, por translocación a través del epitelio intestinal, su implicación en estos 
procesos difiere sustancialmente. Estas diferencias podrían deberse, en parte, no sólo a la 
distinta expresión de factores asociados a virulencia, sino a su mayor o menor capacidad de 
colonizar e invadir el epitelio mucoso intestinal, así como a diferencias intrínsecas en su 
capacidad para translocar.  
Por lo expuesto previamente, se hace patente la importancia de conocer las 
características de la interacción (adhesión y formación de biopelículas) de E. faecium y                    
S. gallolyticus con la célula epitelial intestinal y su capacidad para translocar a través de la 
misma.  
En consonancia, los objetivos propuestos para este capítulo fueron: 
 
 
1. Estudiar la capacidad de adhesión e invasión de aislados de colonización, clínicos y 
animales de E. faecium y S. gallolyticus in vitro empleando un modelo celular. 
 
2. Establecer si existen diferencias significativas en la producción de biopelículas sobre 
distintos soportes inertes  
 
3. Comparar la capacidad de translocación in vitro de aislados de colonización, clínicos y 
animales de E. faecium y S. gallolyticus. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Selección de aislados bacterianos y condiciones de cultivo 
Para llevar a cabo los distintos ensayos descritos en este capítulo se seleccionaron 6 aislados 
de E. faecium (4 de ellos procedentes del estudio de colonización en pacientes hematológicos 
desarrollado en el Capítulo I y otros 2 adicionales, aislados de colonización de personas sanas 
[166]) y 4 aislados de Streptococcus gallolyticus. Las cepas de referencia Enterococcus faecalis 
ATCC 29212 (www.atc.org) y Lactobacillus reuteri (Colección española de cultivos tipo, CECT 
925 T) se emplearon como controles de los distintos experimentos. La procedencia y 
principales características de los aislados (perfil de resistencia antibiótica, genes asociados a 
virulencia) se detallan en la tabla 14.  
 Todos los aislados se cultivaron inicialmente en agar Columbia con sangre de caballo al 5% 
(Becton, Dickinson), con la excepción de L. reuteri, para el que se empleó el medio Man-
Rogosa-sharpe (MRS, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) suplementado con L-
cisteína (0,5 g/L). Las placas se incubaron a 37ºC 18-24 h o 48 h, en el caso de L. reuteri. 
Los inóculos empleados para los ensayos de adhesión, invasión y translocación de este 
capítulo se prepararon de la siguiente manera: Se suspendieron 2-3 colonias de cada aislado 
en 20 ml de BHI o medio MRS y se incubaron o.n. a 37ºC sin agitación. Al día siguiente se 
centrifugaron los cultivos a 3000 r.p.m. durante 10 min y se suspendieron los pellets en 2 ml 
de solución salina estéril al 0,9%. Se ajustó la densidad óptica (DO600) a 1 y se diluyó la 
cantidad necesaria en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) para obtener una 
concentración final de 5x107 UFC/ml. Esta fue la suspensión empleada como inóculo para 
estos ensayos. 
 
Tabla 14. Características de los aislados empleados en este capítulo. 
 
2. Línea celular: células Caco-2 
Para examinar las características de adhesividad, invasividad y translocación bacteriana se 
seleccionó la línea celular Caco-2 (ATCC HTB37). La descongelación, mantenimiento, 
propagación y siembra para los distintos ensayos se realizó de la siguiente manera: 
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2.1. Descongelación y propagación 
1. Se extrajo un vial de células (1x106 células/ml) de la fase de vapor del congelador de nitrógeno 
líquido (ATCC®-HTB37™) y se descongeló durante 2-3 min en un baño de agua estéril con 
agitación a 35-37ºC. A partir de este momento, toda la manipulación de las células se llevó a 
cabo en campana de flujo laminar BSL-2, Cellgard HD NU481 (NuAire, Reino Unido). 
2. A continuación, se suspendió el contenido del vial en 20 ml de medio esencial DMEM 
completo (DMEM suplementado con: 10% suero bovino fetal, SBF; y penicilina G (100U/ml)-
estreptomicina (100 mg/L)- 0,5% L-glutamina, Gibco BRL, NY, EE. UU.) en un tubo falcon 
estéril. 
3. El contenido del falcon se centrifugó a 1.500 r.p.m. a temperatura ambiente, se decantó el 
sobrenadante (para eliminar los restos de dimetil sulfóxido, DMSO, empleado en la 
congelación de las células) y se suspendieron las células en 10 ml de medio DMEM completo. 
4. Se usaron 500 µl de la suspensión celular para hacer el contaje de células y verificar la 
viabilidad celular. La suspensión celular restante se inoculó en una placa petri para cultivo 
celular de 100 mm (Corning Inc, Thermo Fisher Scientific) sobre la que se anotó la densidad 
de siembra. Las células se incubaron a 37±1ºC en una estufa con 5% CO2. 
5. . Las células se incubaron a 37±1ºC en una estufa con 5% CO2. 
 
Para controlar el crecimiento celular, los cultivos se inspeccionaron diariamente mediante un 















Figura 21. Microfotografía del estado de un cultivo de células Caco-2 en distintos momentos (24, 48 y 
96 h) tras la siembra de 3 x 104 células/cm2.  
 
La propagación del cultivo se realizó cuando las células alcanzaron un 80-90% de confluencia. 
En ese momento se realizó el siguiente procedimiento: 
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1. Se retiró el medio de cultivo viejo mediante aspiración con pipetas de plástico estériles y se 
realizaron dos lavados con solución salina tamponada con fosfato atemperada (PBS, Gibco) 
para eliminar los restos de suero bovino fetal. 
2. Se añadió a cada placa petri de 100 mm, 2 ml de tripsina-0,25% EDTA (Sigma-Aldrich) y se 
incubó 4-5 min a 37ºC hasta que las células se disgregaron. El estado celular se controló con 
un microscopio invertido. 
3. Para inactivar la tripsina se añadieron 4 ml de medio DMEM completo por placa y se 
homogenizó el contenido con una pipeta para asegurar la disgregación de las células. Se 
retiraron 500 µl de la suspensión celular para determinar la concentración de células mediante 
contaje en cámara de Neubawer. 
4. Se tomó el volumen necesario de esta suspensión para asegurar una densidad de siembra de 
aproximadamente 5x104 células/cm2, y se transfirió a una nueva placa con DMEM completo 
atemperado para obtener un volumen final de 12 ml. 
2.2. Siembra de Células Caco-2  
2.2.1. Adhesión e invasión 
Para realizar los ensayos de adhesión e invasión celular se sembraron placas de cultivo celular 
de 24 pocillos (15,6 mm de diámetro y 1,9 cm2, Corning Inc, Thermo Fisher Scientific) a una 
densidad de siembra de 5,2 x104 células/cm2 (pases 3-15) con medio DMEM completo. Las 
células se mantuvieron en cultivo a 37ºC en atmósfera de 5% CO2 durante una media de 10-
14 días. El medio de cultivo se cambió cada 48-72 h. 
2.2.2. Translocación 
Para este ensayo se emplearon sistemas de dos compartimentos, uno apical y otro basolateral 
móvil, incluidos en placas de 24 pocillos (sistemas Transwell®: 6,5 mm de diámetro, 8 μm de 
tamaño de poro, Corning Inc, Thermo Fisher Scientific). Las células se sembraron a una 
densidad de 3,5x105 células/cm2 sobre los insertos estériles (compartimento apical) con 
membranas de policarbonato y se añadió 500 µl de DMEM completo a los compartimentos 
basolaterales. Las células se mantuvieron en cultivo hasta que se formó una monocapa de 
células confluentes y diferenciadas (12-15 días). El medio de cultivo de ambos compartimentos 
se renovó con DMEM completo cada 48-72 h. 
2.3. Inmunohistoquímica y microscopía confocal 
Para controlar la formación de monocapas y el estado de diferenciación celular tras 10-14 días 
en cultivo, se llevaron a cabo varias tinciones inmunohistoquímicas. Para ello se sembraron, 
en paralelo a la siembra de los pocillos para los ensayos de adhesión e invasión, 2x105 células 
Caco-2 sobre cubreobjetos de vidrio estériles. Las células se mantuvieron en cultivo durante 
10-14 días en medio DMEM completo, que se renovó aproximadamente cada 48 h. 
Transcurridos esos días se fijaron las celúlas con para-formaldehido al 4% y a continuación se 
permeabilizaron con Tritón X-100 (Sigma-Aldrich) 0,1% en PBS 1x durante 20 min a 
temperatura ambiente. Posteriormente los cubres se lavaron varias veces con PBS 1x y se 
bloquearon con BSA 1% en PBS 1x durante 1 h a temperatura ambiente. A continuación, se 
retiró el bloqueo y se incubaron los distintos cubres con los anticuerpos primarios E-cadherina 
(ratón, BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, EE.UU.), ZO-1 (conejo, BD Biosciences 
Franklin Lakes) y Paxilina (ratón, BD Biosciences Franklin Lakes) a una concentración 1:100 
durante 1 h a temperatura ambiente y en cámara húmeda. Tras tres lavados con PBS, se 
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incubaron las células con los anticuerpos secundarios apropiados: Alexa 488 (anti-conejo y 
anti-ratón, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EE.UU.), Alexa 594 (anti-ratón, Molecular 
Probes), y faloidina-Alexa 568 (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.) a una 
concentración 1:250 durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados con PBS, 
los cubres se montaron sobre portas utilizando 10 µl de Mowiol (Mw 4-88 Reagent. Sigma-
Aldrich) y se observaron mediante un microscopio confocal (Leica TCS-SP5-AOBS-UV, Leica 
Microsystems, Wetzlar, Alemania). Se obtuvieron imágenes representativas y proyecciones 
ortogonales con el software del Leica Confocal (LCS Lite, Leica Microsystems). 
 
3. Ensayos de adhesión  
Para estudiar la capacidad de adhesión celular de los distintos aislados, las monocapas 
celulares se lavaron dos veces con 500 μl de PBS atemperado y se incubaron durante 1,5 h con 
500 μl de medio DMEM-SBF 10% sin antibióticos. Transcurrido este tiempo se añadieron por 
triplicado los inóculos bacterianos, procedentes de un cultivo o.n. (106-107 UFC/ml, 
multiplicidad de infección, MOI de 10), se centrifugaron las placas 3 min a 250 r.p.m. y se 
incubaron 2 h a 37ºC en atmósfera de 5% CO2. Tras la incubación, se retiró el medio y se 
lavaron 3 veces las monocapas con 500 μl de PBS atemperado para retirar las bacterias no 
adheridas. A continuación, se incubaron 15 min con 200 μl de Tritón X-100/PBS al 0,1% y se 
hicieron diluciones seriadas en base diez del sobrenadante. Éstas se sembraron en placas de 
agar sangre y en placas selectivas m-Ent y se incubaron a 24-48 h a 37ºC. Transcurrido el 
periodo de incubación, se contaron las UFCs crecidas en cada placa y se estimó el porcentaje 
de UFCs/ml adheridas respecto al inóculo inicial de cada aislado. Este ensayo se repitió por 
triplicado para cada uno de los aislados y en 2-3 ensayos independientes.  
 
4. Ensayos de invasión celular  
El estudio de la capacidad de invasión de los aislados se realizó añadiendo una fase adicional 
de incubación con dos antibióticos (al menos uno con capacidad bactericida) y posterior lisis 
celular. La capacidad bactericida de estas combinaciones en medio DMEM se comprobó 
previamente in vitro empleando inóculo de 107UFC/ml de cada uno de los aislados.  
 
Para ello, tras incubar las monocapas con los diferentes aislados y los lavados con PBS, 
se adicionó 500 μl de DMEM suplementado con 10 mg/L de vancomicina + 100 mg/L de 
lisozima a los pocillos con E. faecium, y 200 mg/L de estreptomicina + 50 mg/L de ampicilina, 
a aquellos que con S. gallolyticus. Las células se mantuvieron en incubación durante 2 h a 37ºC 
en atmósfera de 5% CO2. A continuación, se realizaron 3 lavados con 500 μl PBS y 
posteriormente se lisaron las células con 200 μl de Tritón X-100/PBS al 1% durante 15 min y 
se realizaron diluciones seriadas en base diez que se sembraron en placas de agar sangre o m-
Ent. Tras incubación 24- 48 h a 37ºC se contó el número de colonias en cada placa y se 
estimaron las UFC/ml internalizadas. Los resultados se expresaron como el porcentaje de 
UFCs/ml con capacidad invasiva respecto al inóculo inicial. Este ensayo se realizó por 
triplicado para cada uno de los aislados y en 2-3 ensayos independientes. 
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Los inóculos bacterianos empleados en el ensayo de adhesión-invasión se controlaron 
en cada experimento mediante la siembra de diluciones en placas de agar sangre y el posterior 
contaje de UFCs. 
 
5. Estudio de translocación bacteriana 
5.1. Medida de la resistencia transepitelial 
La resistencia transepitelial de las monocapas (TER) es el resultado de la diferencia de potencial 
entre la cámara superior y la inferior y su valor refleja el grado de fortaleza de las uniones estrechas 
y, por tanto, de la permeabilidad de las membranas. 
Para controlar el grado de confluencia y la integridad celular se midió la TER empleando el 
voltímetro Millicell ERS-2 (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, EE.UU.). Los 
electrodos se esterilizaron durante 15 min en una solución de etanol al 70% y se dejaron secar 
completamente al aire. Antes de realizar la primera medición se sumergió el electrodo en una 
solución de medio DMEM completo atemperado (figura 22). 
 Las medidas de TER de cada pocillo se registraron diariamente, a partir del día 4 pos-
siembra, para controlar la evolución de la diferenciación celular y evitar realizar experimentos 
en aquellos pocillos en los que no se hubiera formado una monocapa de células.  
 
Figura 22. Sistema de medida de la resistencia trans-epitelial (TER). Voltímetro empleado y su correcta 
disposición en el dispositivo transwell. 
 
Para el cálculo de la TER efectiva (Ω/cm2) se substrajo del valor de cada pocillo el 
obtenido de la medición de un blanco (inserto Transwell sin células) y se multiplicó por la 
superficie específica del pocillo: Ωe = (Ωx − Ωb)0,33. 
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5.2. Ensayo de translocación bacteriana 
Los ensayos de translocación se llevaron a cabo cuando se alcanzaros valores de TER estables 
e indicativos de diferenciación celular (500-650 Ω/cm2, 12-15 días). En ese momento se 
lavaron tres veces las monocapas con PBS atemperado y se incubaron al menos 2 h en medio 
DMEM-10% SBF sin antibiótico. A continuación, se añadieron los inóculos (107 UFC/ml, 
MOI=10; ver apartado 1) a los compartimentos apicales, se midió el TER de cada pocillo y se 
tomó una alícuota (100 µl) del compartimento basolateral. Las placas se incubaron en a 37ºC 
en estufa de 5% CO2 hasta el siguiente punto de muestreo. Se tomaron alícuotas del 
compartimento basolateral en los siguientes puntos: 1, 3, 5, 6,5 y 8 h. 
En cada uno de los puntos de muestreo se registró la TER de cada pocillo individual y 
se tomaron alícuotas de los compartimentos basolaterales. A partir de estas alícuotas se 
realizaron diluciones en base diez (10-1 -10-3, dependiendo del punto de muestreo) y sembraron 
en placas de agar sangre/m-Ent o MRS, en el caso del control, L. reuteri. Las placas se 
incubaron 24-48 h a 37º C y transcurrido ese tiempo se contaron el número de UFCs (figura 
23).  
 Los resultados se expresaron como nº total de UFCs translocadas/ml para cada periodo de 
muestreo y los valores de TER se expresaron como porcentajes de TER respecto al valor basal 
de cada pocillo, t=0 (TERx/TERbasal). 
La capacidad de translocación de los aislados, en función del número total de bacterias 
translocadas a tiempo final (UFC/ml a t=8 h), se clasificó en: baja, cuando estuvo 
comprendida entre 1-2 log; media, cuando sus valores oscilaron entre 2-4 log o alta, cuando 
los valores fueron superiores a 4 log. 
Este ensayo se llevó a cabo por triplicado para cada uno de los aislados estudiados y en al 
menos tres días independientes. 
 
Figura 23. Esquema del ensayo de translocación. Tras una media de 12-15 días en cultivo, se añadieron 
los inóculos bacterianos a las monocapas celulares de los compartimentos apicales de los sistemas 
Transwell. La capacidad de translocación se estableció determinando el nº total de UFC/ml 
translocadas en cada punto de muestreo para cada uno de los aislados. 




 CAPÍTULO II Material y Métodos 
6. Formación de biopelículas in vitro 
La capacidad de formación de biopelículas sobre distintas superficies se evaluó empleando el 
método del cristal violeta [241], con algunas modificaciones. Para ello se realizaron cultivos 
o.n. de los distintos aislados en BHI y se realizaron diluciones en solución salina estéril al 0,9% 
para obtener inóculos de 107 UFC/ml, siguiendo los pasos descritos en el apartado 1. Se 
inocularon 100 μl/pocillo de estas suspensiones en placas de 96 pocillos de poliestireno 
normales y también en placas tapizadas con colágeno I (cola de rata, Corning Inc, Thermo 
Fisher Scientific) o colágeno IV (ratón, Corning Inc, Thermo Fisher Scientific). Las placas se 
incubaron a 37ºC durante 18 h en agitación (30 r.p.m.) y tras la incubación, se lavaron los 
pocillos 3 veces con 200 μl de PBS. A continuación, se dejaron secar las placas durante 1 h a 
temperatura ambiente y se añadieron 100 μl de solución de cristal violeta al 0,2% (Panreac, 
Barcelona, España) a cada pocillo. Transcurridos 15 min, se retiró el cristal violeta, se 
realizaron tres lavados con 200 μl de PBS y se solubilizó la biopelícula unida al cristal violeta 
en 200 μl de una solución de etanol-acetona (75:15, v/v). La medida de la absorbancia a 600 
nm (DO600), representativa de la cantidad de biopelícula formada, se midió en el 
espectrofotómetro automático Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific). En función de estos 
valores, los aislados se clasificaron como: no formadores de biopelículas, DO600<0,120; 
formadores débiles, DO600≤ 0,240; o formadores fuertes, DO600>0,240. Estos experimentos se 
repitieron al menos por triplicado en 3 días independientes. 
 
7. Análisis estadístico 
Los resultados de los experimentos de translocación se analizaron utilizando un modelo de 
regresión lineal multinivel mixto. Se estimaron los efectos aleatorios para las variables día del 
experimento (n=3) y réplica (n=15 para cada aislado) que además fueron considerados niveles 
de agrupamiento. Los valores de translocación, expresados como UFC/ml se transformaron 
logarítmicamente para conseguir una distribución normal y poder aplicar este modelo. Esta 
variable logarítmicamente transformada se ajustó usando las variables aislado, tiempo y 
porcentaje del TER sobre el basal (%TER/TERbasal) como efectos fijos para el modelo. El nivel 
de significación estadística se estableció en 5% para todos los análisis y los resultados se 
refirieron al aislado Efm222, que se empleó como control. 
Los resultados de la formación de biopelículas, expresados como valores medios de 
DO600, y los de los ensayos de adhesión e invasión se compararon empleando el test U de 
Mann-Whitney. Los análisis estadísticos se realizaron empleando la versión 11.0 del software 
STATATM (StataCorp Lp, Texas, EE. UU.). 
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RESULTADOS  
1. Grado de diferenciación celular 
Para evaluar el grado de diferenciación celular de los cultivos empleados en los ensayos de 
adhesión e invasión, se emplearon varias tinciones inmunohistoquímicas, además de la 
verificación mediante microscopía invertida. Empleando anticuerpos marcados con distintos 
fluoróforos se tiñeron las proteínas implicadas en la adhesión intercelular (E-cadherina, 
componente de las uniones adherentes, y zonula occludens-1, ZO-, proteína estructural de 
uniones estrechas) y en la formación de los complejos de adhesión focal (actina y paxilina). 
 
 Las imágenes tomadas mediante microscopía confocal mostraron una distribución uniforme 
de la proteína E-cadherina en la membrana celular de las células de la monocapa y una tinción 
de zonas discretas de membrana que se correspondieron con ZO-1, inmediatamente por debajo 
de la localización celular de la E-cadherina (figura 24). 
 
 La tinción de las proteínas Paxilina y Actina (teñida mediante faloidina) permitió demostrar 
su co-localización a nivel celular basal, lo que indicó un correcto ensamblaje del complejo de 
adhesión focal (figura 24). Las imágenes de las proyecciones ortogonales superiores mostraron 
la formación de los anillos de actina y la aparición de microvellosidades en el extremo apical 
de las células, mientras que en las proyecciones inferiores se visualizaron las fibras de estrés de 
actina. 
 
 Las imágenes de microscopía de fases mostraron la formación de una monocapa de células 
confluente y estructuralmente intacta en la que pudieron apreciarse regiones con vesículas de 
mucus secretado por las células. 
 
2. Adhesión e invasión celular 
De manera general, los aislados de E. faecium demostraron una mejor capacidad adhesiva 
(valor medio 1,7%) a las células Caco-2 que los aislados de S. gallolyticus (valor medio 0,4%). 
Sin embargo, estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (figura 25). 
 Los aislados de E. faecium Efm106, Efm113, Efm121 y Efm197 (todos esp+ y acm+), 
procedentes de colonización intestinal de pacientes oncohematológicos, demostraron una 
capacidad de adhesión media de 2-6 veces superior a la de los aislados de S. gallolyticus. 
 Ninguno de los aislados seleccionados para este estudio exhibió una capacidad de invasión 
destacable. De hecho, la capacidad de invasión fue, en todos los casos, inferior al 0,1% del 
inóculo inicial, con la excepción del aislado de S. gallolyticus Sg78. Este aislado, pese a 
demostrar una capacidad de adhesión relativamente baja (0,43%), presentó la mayor 
capacidad de invasión (0,28%), seguido de E. faecium Efm217 (0,09 %) y S. gallolyticus Sg6 
(0,045%). Para el resto de aislados se detectó una capacidad de invasión muy baja (media: 





Figura 24. Evaluación de la integridad de la monocapa de células Caco-2 mediante tinción 
inmunofluorescente de las proteínas ZO-1, E-cadherina, Paxilina y Actina. (A) Distribución de las 
proteínas E-cadherina (rojo) y ZO-1 (verde) en la monocapa celular (microscopía confocal). (B) La 
imagen de la izquierda muestra la co-localización de E-cadherina y ZO-1, así como la ubicación de ZO-
1 por debajo de la E-cadherina. A su derecha, en la imagen de contraste de fases se observa la formación 
de una monocapa intacta y confluente. (C) Distribución de la Paxilina (verde) y de la actina 
polimerizada (rojo-unión con faloidina) a nivel celular medio (izquierda) y basal (imagen derecha). 
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Figura 25. Adherencia (superior) e invasión (inferior) de las células Caco-2 de los aislados de E. faecium 
y S. gallolyticus. Los resultados se expresan como los porcentajes medios de adhesión o invasión respecto 
a los inóculos de partida. Las diferencias entre grupos se compararon utilizando el test estadístico U-
Mann Whitney. 
 
4. Formación de biopelículas in vitro 
La formación de biopelículas fue bastante heterogénea y difirió notablemente entre las dos 
especies y entre los distintos sustratos utilizados. Los aislados de S. gallolyticus fueron capaces 
de producir biopelículas de una manera más eficiente y significativamente mayor (p< 0,05) 
que los aislados de enterococos (E. faecium y E. faecalis) sobre cualquiera de las tres superficies 
seleccionadas para el ensayo, con independencia del origen. Además, los aislados de S. 
gallolyticus formaron una biopelícula bastante sólida sobre las superficies tapizadas con 
colágeno I (DO600 0,23-1,16) y de manera particular, sobre las revestidas con colágeno IV 
(DO600 0,89-2,12). 
 Por el contrario, los aislados de E. faecium presentaron un patrón similar de producción de 
biopelículas, siendo éste ausente cuando la superficie utilizada fue poliestireno (0/6); débil 
(2/6) o ausente (3/6) cuando se emplearon superficies revestidas con colágeno I y débil (5/6) 
o fuerte (1/6) cuando la superficie empleada fue colágeno IV (figura 26).   
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La cepa control E. faecalis ATCC 29212 fue capaz de formar biopelículas sobre cualquiera de 
las tres superficies de manera similar a los aislados de E. faecium. 
 
 
Figura 26. Producción de biopelículas sobre distintas superficies: poliestireno, colágeno I y colágeno 
IV. Los aislados se clasificaron como no productores (DO600 < 0,120), productores débiles (0,120 < 
DO600 ≤0.240) o altos productores (DO600 > 0,240). Los resultados se expresan como valores medios (± 
SD). La comparación entre grupos se llevó a cabo mediante el test estadístico U-Mann Whitney. 
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Los aislados de S. gallolyticus recuperados de episodios de bacteriemia (Sg1 y Sg6) 
produjeron biopelículas sobre las superficies tapizadas con colágeno de manera muy superior 
a cualquiera del resto de aislados, tanto de la misma especie como de E. faecium. Sin embargo, 
esta observación careció de significación estadística. 
 
3. Translocación bacteriana 
La monitorización de los valores de TER al comienzo y durante el desarrollo de los 
experimentos de translocación, reveló la existencia de dos patrones de respuesta celular tras la 
adición de los inóculos bacterianos. Por un lado, S. gallolyticus y L. reuteri indujeron un 
incremento paulatino en los valores de TER con respecto a sus valores basales, y siempre por 
encima del valor de TER del control negativo. Por el contrario, los aislados de E. faecium 
ocasionaron una disminución inicial de los valores de TER seguida de un incremento y 
recuperación posteriores. Este efecto podría deberse a un efecto inicial desestabilizador de la 
membrana que podría recuperarse a partir de las 3 h. 
Todos los aislados bacterianos, tanto de E. faecium como de S. gallolyticus, demostraron 
capacidad para translocar in vitro, en las condiciones experimentales utilizadas. No obstante, 
cabe destacar que los aislados de E. faecium, con la excepción de Efm222 (procedente de 
colonización intestinal de un paciente externo), fueron capaces de atravesar la monocapa de 
células Caco-2 más eficientemente que los pertenecientes a la especie S. gallolyticus (figura 27). 
En todos los casos, la capacidad de translocación de los aislados de S. gallolyticus fue 
baja (Sg74) o media (Sg1, Sg6 y Sg78) mientras que la de los aislados de E. faecium fue como 
media (Efm222) o alta (Efm106, Efm113, Efm121, Efm197 y Efm217). El aislado de L. reuteri 
utilizado como control, no exhibió capacidad para translocar en ninguno de los experimentos 
realizados.  
El modelo estadístico de regresión lineal multinivel sólo pudo aplicarse al estudio del 
comportamiento de los aislados de E. faecium ya que, en el caso de S. gallolyticus, la distribución 
de la variable dependiente (número de UFC) no se ajustó a la normalidad. La aplicación de 
este modelo reveló que no existieron diferencias estadísticamente significativas en la velocidad 
de translocación (UFC/h) de los aislados de E. faecium y que la translocación incrementaba 
0,79 log de media por hora (95% CI: 0,59-0,99). Además, se encontró que incrementos en el 
valor de la TER de 1% se correlacionaron con una disminución de la translocación en 0,04 log 
(p= 0,021) para todos los aislados con independencia del tiempo. 
Los aislados Efm106 y Efm121 translocaron significativamente más que el resto de E. 
faecium (salvo Efm103) (p< 0,05). Asimismo, la capacidad de translocación de todos los 
aislados, con la excepción de Efm197, fue significativamente mayor que la del aislado Efm222. 





Figura 27. Evolución temporal de la TER y translocación de los aislados de S. gallolyticus (A y B respectivamente) y de E. faecium (C y D 
respectivamente). Los valores de TER se expresan como los valores medios de TER para cada tiempo con respecto al valor basal (%TER/basal). 
La translocación se expresa como la media de UFC/ml (±SD) y los resultados se compararon con el aislado Ef222, *p < 0,05. 
 
  
Tabla 15. Resumen de la capacidad de translocación, adhesión, invasión y formación de biopelículas in vitro. 
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 CAPÍTULO III Introducción 
ANTECEDENTES 
1. Enterococos resistentes a glucopéptidos 
1.1. Epidemiología en Europa 
Los primeros aislamientos de E. faecium resistentes a vancomicina (EfRV) se comunicaron en 
1988 en Reino Unido y Francia. Inicialmente su prevalencia en Europa era alta en portadores 
asintomáticos y animales de granja, pero apenas se comunicaron aislamientos en los hospitales 
europeos durante la década de los 80 [36]. Las altas tasas de colonización detectadas en 
animales de granja se relacionaron epidemiológicamente con el uso de avoparcina, un análogo 
de la vancomicina, como promotor del crecimiento animal. Pese a la falta de evidencia de que 
los EVR pudieran diseminarse en humanos y causar infecciones graves, la Unión Europea 
decidió prohibir en 1996 el uso de la avoparcina en ganadería [125,126]. Esta decisión vino 
motivada, en parte, por el miedo de que una situación endémica, como la observada en 
EE.U.U. pudiera producirse en Europa y se sucedió con la prohibición, en la década de los 
2000, de todos los antimicrobianos empleados como promotores del crecimiento [36].  
 El incremento en las tasas de infección por EVR no se produjo en Europa hasta casi una 
década después, cuando se observó una disminución de la resistencia a los glucopéptidos en 
los reservorios comunitarios, principalmente pollos, cerdos y otros animales de granja 
[242,243] . Inicialmente, sólo se describieron algunos brotes ocasionales en unidades con 
pacientes de alto riesgo como UVIs, unidades de hematología, nefrología y trasplantados. No 
obstante, a partir del año 2000, se han sucedido la aparición de brotes por EfRV en los 
hospitales de toda Europa, en su mayoría producidos por una subpoblación de E. faecium con 
alta resistencia a ampicilina y fluoroquinolonas [36]. Hoy se sabe que esta subpoblación 
altamente adaptada al hospital y antiguamente clasificada dentro del complejo clonal CC17, 
se engloba dentro de los grupos BAPS 2.1a y BABPS 3.3a, y se caracteriza por tener un 
contenido genético adicional (genoma accesorio) y varios factores supuestamente asociados 
con una mayor virulencia [165,166].  
 
Figura 28. Evolución de la resistencia a vancomicina (2012 y 2015) en aislados invasivos de E. faecium 
en los diferentes países europeos. (fuente: Informe EARS-Net 2016) 
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1.2. Sistemas de vigilancia europeos 
En la actualidad existen en Europa varios programas de vigilancia epidemiológica nacionales 
y comunitarios que se encargan, entre otras, de recopilar datos de resistencia a vancomicina 
en los enterococos. Algunos países, como Austria, Alemania o Francia tienen implantado un 
sistema de vigilancia obligatorio, mientras que otros tienen una cobertura limitada a 
determinados establecimientos sanitarios o incluso, en otros países, es inexistente [127].  
 El Sistema de Vigilancia de la Resistencia Antibiótica Europeo (EARS-Net) se fundó en 1998 
(inicialmente bajo el acrónimo de EARSS) y es el mayor sistema, con financiación pública, 
para la vigilancia de la resistencia antibiótica en Europa. Este sistema se encarga de recoger 
información acerca de la resistencia que presentan determinadas bacterias “indicadoras” 
aisladas de muestras invasivas (bacteriemias), a determinados antimicrobianos. Entre ellas se 
encuentran Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. faecalis 
y E. faecium (http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial-resistance-and-
consumption/antimicrobial_resistance/EARS-Net/Pages/EARS-Net.aspx).  
En el último informe, publicado en 2016, han colaborado más de 30 países, incuyendo 
todos los estados miembros y dos de los tres países de la Comunidad Económica Europea 
(EEA), Islandia y Noruega.  
Con respecto a la resistencia a la vancomicina, el informe EARS-Net concluye que, de 
manera similar a lo observado en años anteriores, es mucho más común en aislados de E. 
faecium que de E. faecalis. Además, la tasa de resistencia varió notablemente entre los distintos 
países (<1% en países como Noruega o Finlandia y >40% en Irlanda) (figura 28). 
En este informe se pone también de manifiesto un incremento (entre los años 2012-2015) en el 
número de infecciones invasivas por EfRV en 12 de los 26 países que comunicaron más de 20 
aislados por año. Aunque este incremento en el nivel de resistencia es muy pequeño (8,1% en 
2012 y 8,3% en 2015) se observa una tendencia al aumento en determinados países, lo que 
podría indicar un cambio en la epidemiología de la resistencia a vancomicina en Europa [244].  
1.3. Genotipos más frecuentes y regulación de la resistencia a glucopéptidos 
Como se avanzó en la introducción general, la resistencia a la vancomicina puede ser adquirida 
o constitutiva. Hasta la fecha se han descrito 8 genotipos distintos de resistencia adquirida a 
vancomicina (vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM, vanN) y uno de resistencia intrínseca 
(vanC). De todos ellos son los fenotipos vanA y vanB los que más frecuentemente se han 
aislado de muestras clínicas y se han asociado a brotes hospitalarios [36,74,127]. 
 El operon VanA, que confiere resistencia de alto nivel a vancomicina y teicoplanina suele 
estar contenido en transposones Tn1546 o relacionados y está compuesto por cinco tipos de 
genes implicados en la resistencia a glucopéptidos (vanHAXYZ) y dos genes regulatorios 
(vanRS). El gen vanA codifica para una ligasa que cataliza la formación del dipéptido alterativo 
D-Ala-D-Lac. Sin embargo, este gen no confiere resistencia a la vancomicina solo, sino que 
necesita de la expresión de otros genes incluidos en ese operón. El gen vanH codifica para una 
hidrogenasa que reduce el piruvato, sustrato muy frecuente en la naturaleza, a D-Lac. Mientras 
que los genes vanX y vanY codifican respectivamente para una D, D-dipeptidasa que hidroliza 
el dipéptido nativo D-Ala-D-Ala; y para una D, D-carboxipeptidasa, que elimina el residuo D-
Ala terminal, en caso de que no actúe correctamente la dipeptidasa. Existe un gen adicional, 
vanZ, cuyo papel en la resistencia a vancomicina se desconoce en la actualidad [74]. 
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El operón VanB confiere resistencia moderada-alta a vancomicina pero no se induce 
por teicoplanina. Su adquisición suele estar asociada a los transposones Tn5382/Tn1549 que 
frecuentemente se insertan en el cromosoma, aunque también pueden ir contenidos en 
plásmidos. La organización genética de este operon es muy similar a vanA: contiene dos 
promotores que transcriben 7 marcos abiertos de lectura (ORFs) y tiene 3 genes implicados en 
la resistencia, homólogos a los del operon vanA (vanHAX) y dos reguladores (vanRB y vanSB). 
Este operón carece de gen vanZ, pero en su lugar tiene un gen vanW, cuya función no se sabe 
con certeza [74]. 
 
Figura 29. Mecanismo de regulación de la transcripción de los operones VanA y VanB 
(modificado de Arthur y cols. 2001, [245]). 
 
La expresión de la resistencia a los glucopéptidos se encuentra regulada por un sistema 
de trasducción de señales de dos componentes (VanR/VanS). La proteína VanS es una kinasa 
que se encuentra en la membrana y que actúa como sensor. Cuando existe vancomicina en el 
medio, se activa y autofosforila un residuo de histidina en el lado citoplasmático de la 
membrana. El grupo fosfato se transfiere a un residuo de aspartato de la proteína reguladora 
VanR que conduce a su dimerización. Esto potencia la unión de VanR a los promotores del 
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operón y desencadena un incremento de su transcripción (tanto de los genes reguladores como 
responsables directos de la resistencia). Cuando desaparece la vancomicina del medio, la 
proteína VanS actúa como fosfatasa de VanR, impidiendo así que se mantenga activada la 
transcripción del operón [245,246]. Se han descrito mutaciones en el gen vanS que alteran o 
eliminan por completo la actividad fosfatasa de esta proteína, conduciendo a la expresión 
constitutiva de la resistencia a vancomicina. Aunque la regulación de la expresión de los 
operones VanA y VanB recae en sistemas de señalización bicomponentes, existen notables 
diferencias entre estos sistemas regulatorios (figura 30). 
 
2. Transmisión 
E. faecium, como el resto de enterococos, es capaz de sobrevivir a altas temperaturas y a la 
acción del cloro y algunas soluciones alcohólicas. Esto unido a su capacidad de permanecer 
largos periodos de tiempo sobre distintas superficies ambientales, facilitan su diseminación en 




Figura 30. Principales rutas propuestas en la transmisión de enterococos en el hospital. 




 CAPÍTULO III Introducción 
2.1. Fuentes de infección y reservorios 
Hasta hace pocos años se pensaba que la principal fuente de infección enterocócica, en la gran 
mayoría de pacientes, era su propio TGI. Sin embargo, como se ha explicado previamente, en 
el caso de E. faecium, se debe a una subpoblación genéticamente diferente de la que coloniza el 
intestino de personas sanas.  
 Se han propuesto dos rutas principales en la transmisión de EVR entre pacientes, que son 
válidas también para E. faecium que no presentan resistencia a vancomicina. La primera tendría 
lugar a través de las manos del personal sanitario [248] y la segunda vía, mucho más probable, 
involucraría la colonización por aislados de E. faecium asociados al hospital (alto riesgo) del 
TGI de los pacientes. En este último caso las cepas de EfRV pasarían a formar parte de la 
microbiota de aquellos pacientes con una baja resistencia a la colonización y en última 
instancia sobrecrecerían, favoreciendo su diseminación y aumentando las probabilidades de 
producir infección [249].  
El medio ambiente hospitalario también tiene un papel importante en la transmisión de E. 
faecium ya que los mismos clones detectados en pacientes se han encontrado en diversos 
instrumentos médicos como termómetros o estetoscopios [250]. 
 
2.2. Factores dependientes del hospedador 
Varios estudios han definido los factores de riesgo para la colonización intestinal por EVR. 
Entre ellos destacan el tratamiento previo con vancomicina, cefalosporinas de tercera 
generación o antibióticos con actividad antianaeróbica. Además, se ha descrito que la 
exposición a otros pacientes colonizados por EVR, ya sea por proximidad física o a través del 
personal de enfermería aumenta el riesgo de colonización por EVR [130,248]. 
 
3. Control de la infección 
Con el objetivo de disminuir el número de infecciones por EfVR que puedan producirse en un 
hospital, es importante que se lleven a cabo una serie de medidas encaminadas a disminuir la 
diseminación de este microorganismo. Cada institución debe, en función de sus características 
(tasas de infección, tipo de pacientes, infraestructura o personal especializado) realizar un 
programa de control de infección apropiado [251].  
 La presencia de infecciones graves en un número elevado de pacientes puede requerir el 
tipado molecular de los aislados de EfVR para discernir si se trata de un brote y poder incidir 
en la cadena de transmisión.  
 
3.1. Vigilancia epidemiológica 
La implantación de un sistema de vigilancia activa de los pacientes asintomáticos en riesgo de 
colonización es uno de los pilares en el control de la diseminación de microorganismos 
multirresistentes. El objetivo principal es identificar a cada paciente colonizado para poder 
aplicar medidas de aislamiento por contacto y disminuir así la transmisión del microorganismo 




 La realización de cultivos de vigilancia epidemiológica periódicos se recomienda en aquellos 
pacientes con un alto riesgo de colonización/infección por EfVR, ya sea por el tratamiento 
antibiótico que recibe, enfermedad subyacente o duración de la estancia hospitalaria. Este tipo 
de medida se recomienda en centros con una prevalencia alta de EVR [253].  
 El aislamiento por contacto podrá levantarse una vez que el paciente ya no esté colonizado 
por EfRV. El Comité Asesor de Prácticas de Infección Hospitalaria americano (HICPAC) 
considera que existe un aclaramiento de la colonización por EVR cuando existan al menos 
tres cultivos de torundas rectales consecutivos negativos (HICPAC) [253] 
 
3.2. Otras medidas de control de infección 
En los centros de cuidados intensivos, el establecimiento de precauciones estándar y de 
aislamiento por contacto son la piedra angular en el control de la infección por EVR. Dentro 
de las precauciones estándar encaminadas a disminuir la transmisión, destacan el uso de 
guantes, pero especialmente el lavado de manos.  
 Otras medidas importantes en el control de la infección nosocomial son la formación 
específica en control de infección del personal sanitario y el desarrollo de programas 
institucionales para la optimización del uso de antibióticos (PROA) [253]. 
 
3.3. Papel del laboratorio de microbiología 
Los laboratorios de Microbiología tienen un papel muy importante en el diagnóstico precoz 
de las infecciones/colonizaciones debidas a EVR. En base a esta rapidez se podrán comunicar 
los resultados al equipo responsable de control de infección, enfermeras o médico responsable, 
para que puedan aplicarse las medidas epidemiológicas oportunas. 
 Todavía en la actualidad el método diagnóstico más frecuente son los cultivos de vigilancia, 
generalmente con medios selectivos para enterococos suplementados con vancomicina, o lo 
que es mejor, empleando medios selectivos cromogénicos. Sin embargo, los métodos de 
cribado molecular tienden a imponerse por su rapidez y sensibilidad [254]. 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
En la actualidad la prevalencia de infecciones invasivas por EVR en España es muy baja 
(2,5%). Sin embargo, se ha producido un aumento en los cuatro últimos años. La circulación 
de EVR a nivel hospitalario y el aumento de colonización de pacientes en riesgo de sufrir una 
infección no se puede detectar a menos que se lleven a cabo programas de vigilancia activa.  
En el Hospital Ramón y Cajal la prevalencia global de infecciones por EVR en los 
últimos 10 años se ha mantenido inferior al 1%. La detección creciente de unas colonias 
atípicas en los medios cromogénicos empleados en los cultivos de vigilancia de Enterobacterias 
productoras de carbapenemasas (EPC) y su identificación como E. faecium resistente a 
vancomicina nos hizo sospechar que podríamos encontrarnos ante un brote encubierto de 
EfmRV en nuestro hospital. 
 
Los objetivos que se plantearon para este capítulo fueron los siguientes: 
1. Describir el aumento de prevalencia en la colonización por EVR en pacientes ingresados en 
un hospital terciario con una situación endémica de Enterobacterias productoras de 
carbapenemasas (EPC) y las medidas implantadas para su control epidemiológico. 
 
2. Caracterizar la estructura poblacional de los aislados de EVR para discernir si se trataba de 
un brote, así como los elementos genéticos (plásmidos y transposones) que confieren 
resistencia a los glucopéptidos  
 
3. Evaluar la capacidad de transmisión dedo-dedo de diferentes aislados de E. faecium en un 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Descubrimiento del brote 
El Hospital Ramón y Cajal tiene implantado un sistema de vigilancia activa para la detección de 
pacientes infectados y colonizados por EPC, siguiendo las recomendaciones del Plan de Prevención 
y Control frente a la infección por EPC en la Comunidad de Madrid del año 2013 
(http://www.madrid.org/cs/Satellite?cid=1354274526068&language=es&pagename=PortalSalud%2
FPage%2FPTSA_pintarContenidoFinal&vest=1354274526068). En él, se recomienda, entre otras 
medidas, la búsqueda activa, mediante cultivos de vigilancia epidemiológica, de pacientes 
portadores de EPC principalmente a nivel rectal, pero también en muestras respiratorias. 
 
Durante el mes de agosto de 2015 y durante la inspección diaria de los cultivos de vigilancia 
epidemiológica de torundas rectales, se detectaron de manera sistemática unas colonias 
pequeñas de color morado-azul en los medios selectivos para el aislamiento de EPC y de 
bacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (chromID® CARBA y 
chromID ESBL, BioMèrieux, Francia) (figura 31). Estas bacterias se identificaron como E. 
faecium por espectrometría de masas (MALDI-TOF MS, Bruker, Billerica, Massachusetts, 
EE.UU.) y, dado que estos medios contienen vancomicina (además de otros antibióticos que 
garantizan su selectividad para Enterobacterias), se analizó su sensibilidad a vancomicina y 
teicoplanina mediante la técnica de difusión con disco. Para ello se siguieron las 
recomendaciones y criterios de interpretación de EUCAST (www.eucast.com, 
http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/. Eucast clinical breakpoints table v5.0 2015-01-
01: vancomicina: sensible 12 mm, resistente <12 mm; teicoplanina: sensible 16 mm, 
resistente <16 mm). A partir de este momento, todas las colonias de estas características 
identificadas como Enterococcus que presentaron resistencia a glucopéptidos (EVR) (no 
pertenecientes a las especies E. gallinarum ni E. casseliflavus), se congelaron en glicerol al 15% 
para su posterior caracterización, así como los aislados recuperados de muestras clínicas. 




Figura 31. Crecimiento de Enterococcus resistentes a vancomicina (EVR) detectados en los medios 
selectivos para EPC y Enterobacterias productoras de BLEEs. 
  
118 
2. Estudio de clonalidad: PFGE y MLST 
Para determinar si los aislados de EVR estaban genéticamente relacionados y por lo tanto si 
este hallazgo casual podía tratarse en realidad de un brote se emplearon dos técnicas de tipado 
molecular: PFGE y MLST. La caracterización mediante MLST sólo se llevó a cabo en un 
representante por clon (PFGE). Para ello se siguieron las indicaciones detalladas en los 
apartados 5.1. y 5.2 del capítulo I. Adicionalmente cada uno de los clones se clasificó dentro 
de un grupo de BAPS, en función de su ST y de acuerdo a la clasificación propuesta por Tedim 
y cols [166]. 
3. Estudio de sensibilidad antibiótica 
3.1. Métodos fenotípicos 
La sensibilidad antibiótica de los aislados de EVR a los principales antibióticos de utilidad 
clínica frente a este microorganismo, se determinó por microdilución mediante el sistema 
semi-automático WIDER (Soria Melguizo) siguiendo la metodología definida en el apartado 
6.1. del Capítulo I. 
Además, para determinar el valor de CMIs para los glucopéptidos vancomicina y teicoplanina, 
se emplearon tiras de difusión en gradiente (Etest®, BioMérieux, Francia) que se aplicaron 
sobre placas de agar Müeller-Hinton siguiendo las recomendaciones de EUCAST. Las CMIs 
se definieron como aquellas concentraciones que produjeron la inhibición del 90% del 
crecimiento bacteriano. 
 
4. Caracterización molecular de la Resistencia a glucopéptidos 
4.1. Detección de genes van 
La determinación del genotipo de resistencia se basó en la amplificación y detección de un 
fragmento interno del gen que codifica para la D-Ala-D-ala ligasa [255]. Para ello se realizaron 
dos PCRs distintas con los cebadores y Tm detallados en la tabla  y siguiendo las indicaciones 
de los apartados 5.2.1., 5.2.2. y 5.2.3. del Capítulo I. Se empleó como control positivo la cepa 
E. faecium BM4165. 
4.2. Determinación de la localización genómica de los elementos van 
La localización genómica (cromosómica o plasmídica) de los elementos van se determinó mediante 
hibridación con sondas de vanA/vanB/23S rADN (Southern blot) del ADN de estos aislados 
previamente digeridos con la enzima I-CeuI y S1 nucleasa. La enzima I-CeuI reconoce dianas de 
restricción de ADN cromosómico correspondientes a regiones específicas del operón 23S de genomas 
bacterianos. Por el contrario, la enzima S1 nucleasa, degrada ADN y ARN de cadena sencilla 
(aunque es 5 veces más activa sobre ADN) y se emplea para conocer el contenido plasmídico de una 
bacteria. 
Para determinar la localización genómica de los elementos van se seleccionó una cepa por cada 
uno de los clones diferentes detectados por campo pulsado. Los pasos que se siguieron fueron 
los siguientes: separación, transferencia y fijación del ADN a una membrana de 
nitrocelulosa, marcaje de sondas, hibridación del ADN y revelado de las membranas. 
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a) Separación 
Previo a la separación de los fragmentos de ADN, éste se inmovilizó en tacos de agarosa al 
1% (apartado 5.1. del Capítulo I). Se escindió aproximadamente un tercio de cada bloque de 
agarosa y se incubaron: i) uno con 100 µl de una solución de digestión de S1 nucleasa [256] 
(concentraciones finales: 14 U/µl enzima, y 1x tampón, Takara Bio Inc, Kyoto, Japón) a 37ºC 
durante 15 min; ii) otro con 100 µl de una solución de digestión de I-CeuI (concentraciones 
finales: 5 U/µl enzima, 1x tampón 4N y 0,1% BSA, New England BioLabs Inc) a 37ºC o.n. 
Como marcador de peso molecular se empleó el fago λ digerido con Pstl y marcado con 
digoxigenina (PCR DIG Labeling Mix, Roche, Basilea, Suiza). Estos bloques se embebieron 
en geles de agarosa al 1,2% y se llevó a cabo la separación de los fragmentos siguiendo las 
especificaciones del apartado 5.1. del Capítulo I, pero empleando dos rampas (a) pulsos de 5-
25 seg, durante 6 h y (b) pulsos de 30-45 seg, durante 12 h para S1nucleasa, y una única rampa 
(pulsos de 1-20 seg durante 24 h) para I-CeuI. La visualización de los fragmentos se llevó a 
cabo de acuerdo a los dispuesto en el apartado 5.1.d. del Capítulo I. 
b) Transferencia 
Tras la tinción y visualización de los geles, éstos se expusieron 2 min a luz ultravioleta y se 
desnaturalizaron durante 40 min en una solución de NaOH 0,5M / NaCl 1M. A continuación, 
se realizaron una serie de lavados con agua destilada y se estabilizó la membrana en una 
solución neutralizante de NaCl 3M / Tris HCl pH 7,8; 0,5M durante 1h en agitación. La 
transferencia se realizó por capilaridad a una membrana de nylon (Hybond N+, GE 
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia) se realizó o.n.  
c) Fijación del ADN 
Al día siguiente se fijó el ADN a la membrana mediante la exposición durante 2 min de la 
membrana a luz ultravioleta en el transiluminador (Chemidoc MP Imaging System, BioRad). 
d) Marcaje de las sondas 
Para la preparación de las sondas se llevó a cabo la amplificación de dos fragmentos internos 
de los genes vanA, vanB y 23S rADN empleando di-desoxinucleótidos trifosfato marcados con 
digoxigenina (PCR DIG Labeling Mix, Roche) empleando los cebadores y Tm detallados en 
la tabla X-cebadores y siguiendo las indicaciones de los apartados 5.2.1., 5.2.2. y 5.2.3. del 
Capítulo I. 
e) Hibridación de las membranas 
Las membranas se prehibridaron con solución de hibridación a 60ºC durante un mínimo de 
2h en el horno de hibridación Techne HB-1 (Techne Ltd, Cambridge, RU). A continuación, 
se añadió a esa solución, la sonda marcada con digoxigenina (cada sonda – vanA, vanB y 23S 
rADN - fue usada en un experimento independiente y la sonda de 23S rADN únicamente con 
la membrana en que el ADN había sido digerido con I-CeuI) y el fago λ desnaturalizados y se 
incubó en el horno de hibridación con agitación a 60ºC o.n. 
 Al día siguiente se realizaron dos lavados de 5 min con 20 ml de SDS 0,1% / SSC 2x a 
temperatura ambiente seguidos de dos lavados de 15 min a 60ºC y agitación con 20 ml de 0,1x 
SSC / 0,1% SDS. Seguidamente, se incubaron las membranas con 20 ml de tampón II (2 g 
reactivo de bloqueo + 200 ml tampón I 1x- 24,2 g Tris-HCl; 17,4 g NaCl; pH= 7,5) durante al 
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menos 30 min y a continuación se añadió a esta solución 4 µl del anticuerpo conjugado (Anti-
Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche). La incubación con el anticuerpo conjugado se 
mantuvo 30 min exactos, en agitación. Una vez finalizada esta incubación se realizaron dos 
lavados de 15 min con 20 ml de tampón I 1x para eliminar la fracción de anticuerpo no unida 
a la membrana. 
f) Revelado  
El revelado de las membranas se realizó mediante la incubación durante 5 min, en oscuridad, 
de éstas con un substrato (CDP-Star Chemiluminescence substrate, Roche) que al ser 
defosforilado por acción de la fosfatasa alcalina produce un intermedio metaestable que se 
descompone emitiendo luz a 466 nm La señal se detectó por exposición durante 20 min usando 
el aparato Chemidoc MP Imaging System (BioRad).  
g) Reutilización de membranas 
Cada vez que fue necesario incubar la membrana con otra sonda, se procedió de la siguiente 
forma: se aclaró con agua destilada la membrana y a continuación se realizaron dos lavados 
de 20 min con la solución de lavado (0,2 mol/L de NaOH y 0,1% de SDS). La membrana se 
estabilizó posteriormente durante 5 min en SSC 2x a temperatura ambiente y se conservó a 4 
ºC en una bolsa con TE pH=8 hasta su nueva utilización. 
 Para verificar la co-localización de las sondas de vanA y vanB con la sonda 23S rADN 
(indicaría localización en el cromosoma de los genes van) se superpusieron las fotos obtenidas 
de las hibridaciones de I-CeuI con los respectivos genes (vanA vs 23S rADN y vanB vs 23S 
rADN).  
4.3. Caracterización de los transposones que codifican para la resistencia a glucopéptidos 
4.3.1. Determinación de la estructura del transposón Tn1546 
El operón vanA suele estar contenido en un transposón tipo Tn3 (Tn1546) que está compuesto por 
cinco genes involucrados directamente en la resistencia a glucopéptidos (vanHAXYZ) y dos genes 
reguladores (vanRS). Aunque la gran parte de los enterococos que presentan el fenotipo VanA suelen 
presentar el operón completo, se han descrito variaciones debidas, entre otras causas, a la inserción 
de elementos genéticos móviles, como secuencias de inserción, en regiones intra e intergénicas de 
este transposón [257]. 
La estructura del transposón Tn1546 se determinó mediante la amplificación de 10 fragmentos 
solapantes del operón vanA (figura 32), utilizando19 cebadores distintos (tabla 16) [257]. El 
ADN de una cepa de cada uno de los diferentes clones identificados por PFGE se extrajo 
siguiendo las indicaciones del apartado 5.2.1. del Capítulo I. Todas las reacciones se llevaron 
a cabo en termocicladores MJ Research PTC-100 (Global Medical Instrumentation Inc, EE. 
UU.) en un volumen final de 25 μl que contenía las siguientes concentraciones finales de 
reactivos (Pushion® High fidelity DNA polimerase, New England BioLabs Inc): tampón de 
reacción (1x, contiene MgCl2 1,5 mM), mezcla de dNTPs (0,2 mM de dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP), cebadores directo y reverso (1pmol/μl cada uno), TaqPushion® polimerasa (0,25U) y 
agua libre de nucleasas. Para ello se emplearon las condiciones siguientes: 1 ciclo de activación 
a 98ºC, 30 seg seguido de 30 ciclos de: desnaturalización a 98ºC, 10 seg; hibridación durante 
15 seg (temperaturas de melting (Tm) en tabla 16); elongación a 68ºC, 1 minuto y, por último, 
1 ciclo a 72ºC, 10 min. 
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 La detección de los productos de amplificación se realizó de acuerdo a lo descrito en el 
apartado 5.2.3. del capítulo I. Los geles de agarosa se prepararon al 0,8 %, cuando los 
fragmentos de amplificación tenían un tamaño esperado superior a 1 Kb, y al 2%, cuando estos 
eran inferiores a 1 Kb. Se utilizó como control positivo la cepa de E. faecium BM4165. 
 
 
Figura 32. Estructura general del prototipo de operón vanA (Tn1546) y localización de los 10 fragmentos 
solapantes y los cebadores empleados en su amplificación. Abreviatura: IR: repetición invertida 
(Esquema modificado del propuesto por Woodford y cols. 1998 [257]). 
 
Si alguno de estos fragmentos no amplificó y se sospechó que pudiera ser debido a la 
incorporación de una secuencia de inserción (IS), se empleó el cebador forward o reverso del 
fragmento anterior, empleando las mismas condiciones arriba descritas pero ampliando el 
tiempo de elongación a 1 minuto. Los productos se visualizaron, purificaron y se secuenciaron 
siguiendo las indicaciones de los apartados 5.2.3. y 5.2.4. del Capítulo I. Para los amplicones 
con tamaño superior a 1 Kb se empleó la tecnica de primer walking. Esta técnica se emplea para 
fragmentos largos que no pueden secuenciarse completos mediante el método de Sanger 
empleando únicamente los cebadores foward y reverso usados para esa PCR. Se basa en el 
diseño de cebadores a unas 100 pb del final de la secuencia obtenida en la PCR inicial y la 
posterior secuenciación de los nuevos amplicones. Las nuevas secuencias se ensamblaron 
usando el programa Vector NTI (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) y se 
analizaron utilizando el programa BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
empleando como referencia la secuencia del transposón Tn1546 completo (numero de acceso 
de GenBank: M97297.1) y ISfinder para determinar las secuencias de inserción que se habían 
insertado en el esqueleto (backbone) del transposón. 
4.3.2. Determinación del tipo de transposón que contiene vanB 
El tipo de transposón (Tn1549/Tn5382) en el que se encontraba contenido el elemento vanB se 
determinó mediante la comparación del perfil de restricción de los amplicones de ADN 
(fragmentos de 5.959 pb correspondientes a los elementos vanRSYWHBX) generado mediante 
las enzimas BspHI/DraI con dos controles de estos transposones [258]. Para ello se amplificó, 
mediante una long PCR un fragmento de 5.959 pb empleando la enzima y condiciones 
descritas en el apartado 4.3.1. de este capítulo, pero empleando una Tm=59 ºC y una fase de 
elongación de 7 min. Posteriormente se incubaron a 37ºC o.n., 5μl de estos productos de PCR 
con una solución de digestión que contenía: 1 μl de enzima DraI, 1 μl de enzima BspI (New 
England BioLabs Inc), 1 μl de tampón y 3 μl de agua estéril. El ADN procedente de los dos 
controles RFLP1 (E. faecalis V583 CDC) y RFLP2 (Tx2624/Tx2148) se amplificó y digirió de 
igual manera que el ADN problema. Los productos de la digestión se separaron mediante 
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electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%. La visualización de los resultados se realizó de 
acuerdo a lo descrito en el apartado 5.2.3. del capítulo I. 
 
Tabla 16. Cebadores y condiciones empleados en la caracterización de la resistencia a vancomicina.  
 
 
4.3.3. Transferibilidad de genes vanA/vanB 
La capacidad de transferencia por conjugación de los genes vanA/vanB se determinó in vitro 
de la siguiente manera: 
1. Se incubaron las cepas donadoras (cada uno de los aislados con un patrón de campo pulsado 
diferente) y la receptora (Ge1RF [259]) en 5 ml de BHI a 37ºC sin agitación o.n. 
2. Se mezclaron 500 μl de cada cepa donadora con 500 μl de la receptora en distintos tubos de 
eppendorfs y se centrifugaron a 4.000 r.p.m. durante 5 min a temperatura ambiente. 
3. Se decantó el sobrenadante y se homogenizó el pellet en 100 μl de medio BHI.  
4. Se depositó este volumen sobre filtros de nitrocelulosa colocados sobre placas de agar BHI y 
se incubaron las placas a 37 ºC o.n. Los pasos 1-5 se repitieron para cada una de las cepas 
donadoras de manera independiente (sin mezclar con la receptora). 
5. El día siguiente se desprendieron los filtros de las placas, se depositaron en tubos de plástico 
que contenían 1.000 μl de solución salina estéril 0,9% y se agitaron en un vórtex durante 2 
min. 
6. Se realizaron diluciones seriadas en base diez de las suspensiones anteriores (10-1 -10-8) y se 
inocularon 25 μl de las suspensiones de células donadora-receptora en placas de BHI 
suplementadas con ácido fusídico (25 mg /L), rifampicina (30 mg/L) y vancomicina (6 mg/L). 
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Como control, se realizaron diluciones seriadas de las suspensiones que sólo contenían células 
donadoras y se depositaron sobre placas de BHI suplementadas con vancomicina (6 mg/L). 
 
7. Todas las placas se incubaron a 37ºC o.n. y al día siguiente se contaron el número de colonias 
crecidas en cada placa. La frecuencia de conjugación se calculó con la siguiente fórmula: FC =
(UFC/ml TC)/(UFC/ml D), siendo TC: cepa transconjugante; D: cepa donadora; UFC/ml: nº 
de UFCx factor de dilución. 
5. Presencia de genes asociados a virulencia y bacteriocinas 
La presencia de los genes asociados a virulencia esp, hylEfm y acm; y de las bacteriocinas 
cromosómicas (entA, entB) o plasmídicas (entP, entQ, bac43, bac32 y entL50a/L50b) se 
determinó mediante PCR simple siguiendo las indicaciones del apartado 7.1. y 7.2. del 
Capítulo I y los cebadores y Tm descritas en ese mismo capítulo. 
 
6. Evaluación de la eficiencia de la transmisión dedo-dedo de E. faecium 
6.1. Selección de aislados y participantes 
Para estudiar la eficiencia de la transmisión bacteriana a través del contacto de la piel se 
seleccionó un grupo de voluntarios que se correspondían con personal del laboratorio de 
Microbiología. Ninguno de los participantes recibió ningún antibiótico en los 6 meses previos 
o durante el estudio, de manera tópica o sistémica, ni se empleó ninguna solución alcohólica 
o jabonosa al menos 90 min antes de realizar el experimento. 
 Como aislados bacterianos se emplearon dos cepas bien caracterizadas de E. faecium: 1) E. 
faecium L50 (ST178-CC94) productora de múltiples bacteriocinas, aislada de la piel de un 
chorizo [209] y 2) E. faecium aislada de colonización de un paciente hematológico (ST117, 
Capítulo I) y responsable de una epidemia en nuestro hospital.  
6.2. Descripción del modelo de estudio 
Los aislados se incubaron en 10 ml de BHI o.n. a 37ºC y se diluyeron, tras medir la densidad 
óptica a 600 nm (DO600), en solución salina estéril para obtener una concentración de                  
107 UFC/ml. Se depositó una alícuota de 10 µl del inóculo en la superficie de cada uno de los 
dedos pulgares (130 mm de diámetro, definido por cuatro marcas en la yema del dedo) de cada 
voluntario y se dejó secar completamente durante 5 min.  
 Para explorar la transmisión de bacterias entre dedos se puso en contacto durante 5 seg 
(asegurando el contacto total entre superficies, aplicando una mínima presión y evitando la 
formación de pliegues, superficie de muestreo: 0,78 cm2) la yema del dedo pulgar de una mano 
con el dedo índice de la mano contraria. A continuación, se repitió este mismo proceso con la 
yema de ese dedo índice y la del dedo corazón de la mano contraria. Por último, se puso en 
contacto la yema del dedo corazón de la primera mano con la del dedo anular de la segunda. 
El remanente bacteriano de cada yema se recogió en un tubo eppendorf con 750 µl de suero 
salino estéril. En la figura 33 se resume la metodología empleada.  
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Todas las soluciones salinas recuperadas de las yemas de los cuatro dedos se sembraron 
sobre medio m-Ent (la del primer dedo previa dilución 1:10) y se incubaron durante 48 h a 
37ºC. Transcurrido el tiempo de incubación se contó el número de UFC en cada placa.  
 
Figura 33. Esquema del estudio de la transmisión dedo-dedo. 
 
 Este mismo procedimiento se repitió para el segundo aislado, el mismo día, tras lavar las 
manos con jabón neutro y agua corriente y aplicar una solución alcohólica. Cada experimento 
se repitió semanalmente durante 8 semanas y los resultados se expresaron como el remanente 
de UFC en cada dedo tras cada contacto. La capacidad de transmisión de cada voluntario se 
clasificó en: 1) baja, cuando la disminución en el número de UFC entre el dedo pulgar y el 
anular fue ≥ 2 log, 2) media, cuando esta disminución estuvo comprendida entre 1-2 log y 3) 
alta, cuando la diferencia de recuentos entre estos dos dedos fue ≤ 1 log. 
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RESULTADOS 
1. Descripción del brote 
Entre los meses de julio de 2015 y marzo de 2016 se realizaron un total de 10.155 cultivos de 
vigilancia epidemiológica en 6.630 pacientes y se detectó primo-colonización por EVR en 52 
de ellos (0,5% de los cultivos, 0,78% de los pacientes). En todos los casos la especie aislada fue 
E. faecium.  
Los pacientes fueron en su mayoría hombres (n=34, 65,3%) con una edad media de 
71,2 ± 14,5. El tiempo medio transcurrido desde el ingreso hasta la detección de colonización 
fue de 15 ±14 días. Este dato, sin embargo, no es indicativo del tiempo de adquisición de 
colonización por EVR, ya que, y pese a tener implantado un sistema de vigilancia activa, no 
se realiza vigilancia universal de todos los pacientes cuando ingresan en una determinada 
unidad, con la excepción de las unidades de críticos (U.C.I médica, Unidad de críticos 
quirúrgicos, UCQ).  
 Durante este periodo se detectó EVR en tres muestras clínicas, dos de ellas en pacientes sin 
informes previos de colonización por EVR. La primera que aconteció en el tiempo fue una 
infección de tracto urinario (16 días tras ingreso) en una paciente que ingresó en cirugía de la 
columna por una estenosis vertebral en la que no se realizaron cultivos de vigilancia previos al 
aislamiento, por no encontrarse en una unidad de riesgo (de acuerdo a protocolos de vigilancia 
activa vigentes en el hospital) ni posteriores, al recibir el alta médica. El segundo caso se 
detectó tres meses después en un paciente hepatópata crónico con varios episodios de 
bacteriemia por Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa, en el que se aisló E. 
faecium resistente a glucopéptidos en un cultivo de una punta de catéter localizado en la vena 
subclavia (25 días tras ingreso). La detección de EVR en una punta de catéter en ausencia de 
hemocultivos positivos podría indicar colonización del catéter más que de una infección 
clínica propiamente dicha. El tercer caso se produjo en un paciente con un adenocarcinoma 
rectal en el que se detectó colonización intestinal por EVR 6 días antes del aislamiento de E. 
faecium resistente a glucopéptidos en un drenaje de un absceso sufrénico (24 días tras su 
ingreso). 
 La revisión de los informes microbiológicos del año anterior permitió identificar como casos 
índice una peritonitis y una infección de piel y partes blandas en dos pacientes ingresados los 
Servicios de Nefrología y Medicina Interna, respectivamente durante el mes de enero de 2015. 
Aunque estos pacientes coincidieron temporalmente durante su ingreso hospitalario, no se 
encontró nexo de unión epidemiológico certero entre ambos. 
 La mayoría de los casos (65%), tanto de colonización como de infección, se concentraron 
entre los meses de agosto (13/57; 22,8%), septiembre (17/57; 29,8%) y octubre de 2015 (7/57; 
12,3%) en los Servicios de Medicina Interna y Nefrología (figuras X y X1). 
 Como consecuencia de este hallazgo se implantaron una serie de medidas microbiológicas y 
preventivas. En el primer caso se incluyó el medio selectivo chromID VRE (BioMérieux) para 
el aislamiento de EVR en el cribado rutinario de portadores rectales. En cuanto a la prevención 
de la transmisión, se aplicaron medidas de precaución estándar (uso de guantes, bata, lavado 
e higiene de manos…) y medidas de precaución basadas en la transmisión por contacto 
(aislamiento en habitaciones individuales de todos los nuevos pacientes 
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colonizados/infectados por EVR, limpieza diaria de habitaciones con desinfectantes y 
restricción de visitas, entre otras).  
La implantación de medidas de control de infección disminuyó notablemente el número de 
casos en las áreas afectadas, aunque con posterioridad han aparecido nuevos casos. 
 
Figura 34. Distribución temporal y por servicio de los casos (colonización/infección) de EVR. Los 
asteriscos indican los aislamientos procedentes de muestras clínicas. Abreviaturas: UCQ, unidad de 
críticos quirúrgicos; Enf, enfermedades; Cx, cirugía; M.I, medicina interna. 
 
2. Caracterización molecular del brote 
2.1. Relación clonal de los aislados y características microbiológicas 
El análisis de los aislados de EVR mediante PFGE y MLST demostró que se trataba de un 
brote ya que el 92,9% (53/57) de los aislados pertenecieron a un mismo clon (EVR-A-ST17-
BAPS 3.3a). De manera puntual se identificaron otros cuatro pulsotipos diferentes (EVR-B, 
EVR-C, EVR-D, EVR-E) (figura 35), todos ellos pertenecientes a la ST117 (BAPS 2.1a), pero 
diferentes al clon ST117-B que se identificó previamente en pacientes oncohematológicos de 
nuestro hospital durante el periodo 2009-2011.  
 
 Los genes asociados a virulencia esp y acm se detectaron en todos (57/57) o en la práctica 
totalidad de los aislados (55/57; 96,4%), respectivamente. Por el contrario, el gen hyl se detectó 
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en todos los aislados pertenecientes al clon EVR-ST117 y en un pequeño número de los 
aislados pertenecientes al clon epidémico EVR-ST17 (7/57; 12,3%). 
 Por otra parte, se observó la gran mayoría de aislados eran portadores de los genes que 
codifican para la enterocina A (entA) (52/57; 91,2%) y la bacteriocina 43 (bac43) (55/57; 
96,4%). No se detectó la presencia de los genes entB, entP, entQ, bac32 ni L50a/b en ninguno 
de estos aislados. 
 
 Los aislados fueron resistentes a ampicilina (>8 mg/L), levofloxacino (>4 mg/L), y 
presentaron alto nivel de resistencia a estreptomicina (>1000 mg/L). Además, todos 
presentaron altos niveles de resistencia a vancomicina (>256 mg/L) y teicoplanina (>8 mg/L) 
con la excepción de un aislado (CMI vancomicina: 4 mg/L; CMI teicoplanina: 0,5 mg/L). 
Únicamente un reducido número de aislados (5/57, 12,2%) exhibió además, alto nivel de 
resistencia a gentamicina (>500 mg/L). Todos los aislados fueron sensibles a linezolid. 
 
 
Figura 35. PFGE-SmaI de algunos de los aislados de EVR detectados durante el brote. Los distintos 
clones detectados aparecen marcados con un color diferente. En el primer y último carril aparecen las 
bandas correspondientes al marcador lambda. 
 
2.2. Caracterización molecular de la resistencia a glucopéptidos 
La resistencia a glucopéptidos se asoció a la presencia del operón vanA salvo en un caso. El 
único aislado que presentó un genotipo de resistencia a glucopéptidos diferente fue un aislado 
de colonización de un paciente hematológico, en el que se detectó el gen vanB (EVR-D-ST117). 
2.2.1. Caracterización de los transposones van 
En las cepas con el genotipo vanA (EVR-A, EVR-B, EVR-C y EVR-E) se determinó la 
estructura del transposón Tn1546 mediante PCRs solapantes [257] y se comparó con el 
prototipo de vanA. Nuestras cepas presentaron una variante del transposón Tn1546, en el que 
el ORF1 estaba ausente y los fragmentos 5 (vanS) y 8 (vanA y vanX) no amplificaron. El empleo 
de los cebadores del fragmento anterior y del propio fragmento (p7/p12, fragmento 5 y 
p13/p16 para el fragmento 8) permitió amplificar el fragmento 8. Estos amplicones se 
secuenciaron y sobre esta secuencia se diseñó, mediante primer walking, una pareja de 
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cebadores para amplificar la región interna (ISEfm-Fw: ACG-AAA-TCT-GGT-GTA-TGG-
AAA, e ISEfm-Rv: ATC-AGA-AAG-AAT-CGC-AAA-GTC-C). La secuenciación de estos 
fragmentos permitió identificar la secuencia de inserción ISEfa4 entre la región vanA-vanX. 
La hibridación del ADN genómico digerido con I-CeuI con sondas específicas frente vanA, 
reveló que el gen vanA, incluido en el transposón Tn1546 estaba, en todos los casos, localizado 
en un plásmido de aproximadamente 50 Kb (figura 36), y no se consiguió transferir mediante 
conjugación a la cepa receptora E. faecium Ge1RF en las condiciones experimentales 
empleadas. 
 El clon EVR-D-ST117 fue el único en el que se detectó la presencia del genotipo vanB. El 
operón estuvo contenido en el transposón Tn5382/1549 (vanB2) que se localizó mediante 
Southern blot en el cromosoma bacteriano. 
 
Figura 36. Estructura del transposón Tn1546 y localización del gen vanA. En la parte superior aparecen 
indicados como (+), los fragmentos del transposón que estaban presentes (amplificaron utilizando el 
esquema de Woodford [257]). Las figuras de la parte inferior se corresponden con el perfil de digestión 
PFGE-S1 nucleasa y la hibridación de la membrana con la correspondiente sonda de vanA de 4 aislados 
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3. Estudio de la transmisión dedo-dedo 
Para este estudio se contó con 9 voluntarios, 6 mujeres y 3 hombres (vol-1, vol-4 y vol-5) con 
una edad media de 31 años, entre el personal de nuestro Servicio. El computo global de los 
experimentos demonstró que la transmision de los inóculos bacterianos dedo-dedo fue 
dependiente de la cepa de E. faecium y de cada voluntario. De manera general la cepa E. 
faecium-ST117 fue la cepa con mayor capacidad de transmisión para todos los voluntarios 
(basados en la ratio de caida del recuento bacteriano entre el primer y el último dedo) pero las 
diferencias no fueron estadísticamente significativas.  
Basado en la disminución de los recuentos de UFC entre las yemas de los dedos pulgar 
y anular, los voluntarios se clasificaron en transmisores altos, medios o bajos según lo descrito 
en material y métodos (Figura x). Los voluntarios vol-1, vol-4, vol-5, vol-7 y vol-8 se 
clasificaron dentro de la misma categoría de transmisor con independencia de la cepa usada 
en el experimento, mientras que los otros 3 voluntarios variaron en función de la cepa. El 
número tan reducido de aislados y voluntarios impidió cualquier tipo de asociación entre el 



















Figura 37. Eficiencia de la transmisión dedo-dedo. En el gráfico superior se esquematiza los perfiles de 






































En los últimos 20 años, E. faecium ha pasado de ser considerado como un microorganismo 
inofensivo y comensal del TGI humano, para convertirse en un de los principales responsables 
de infecciones nosocomiales. Los datos del último informe nacional de prevalencia de 
infección nosocomial (Estudio EPINE-EPPS 2016) lo sitúan en la séptima posición de los 
microorganismos causantes de las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria. Los 
estudios moleculares de las poblaciones causantes de estas infecciones han permitido 
determinar que este cambio epidemiológico se debe a la emergencia de una subpoblación 
genética (clado A), diferente de las poblaciones habituales de la microbiota intestinal de 
personas sanas, y que además se asocia con resistencia adquirida a un elevado número de 
antibióticos (ampicilina, aminoglucósidos y en ocasiones vancomicina). De todas las 
infecciones en las que participa E. faecium, la bacteriemia es la que tiene un mayor impacto en 
la morbi-mortalidad del paciente, especialmente en pacientes con algún tipo de 
inmunosupresión. Este es el caso de los pacientes oncohematológicos neutrópenicos, en los 
que la bacteriemia representa un 25-30% de los episodios febriles y puede llegar a tener una 
mortalidad asociada entre el 5 y el 30% [260] .  
 Por este motivo, en el primer capítulo de esta Tesis nos planteamos el estudio de la dinámica 
de colonización intestinal de E. faecium con resistencia a ampicilina en un grupo de pacientes 
oncohematólogicos con alta probabilidad de desarrollar neutropenia de alto riesgo. La 
resistencia a ampicilina se utilizó, en estos aislados de E. faecium, como marcador de clones de 
alto riesgo asociados al hospital, ya que actualmente prevalencia de la resistencia a la 
vancomicina en los aislados clínicos de nuestro medio es muy baja. 
La colonización del TGI y el posterior enriquecimiento de la población es una etapa 
crucial en la patogenicidad de E. faecium, y parece condicionar el desarrollo de bacteriemia 
[232,261]. En muchos casos, el TGI constituye la principal fuente de infección endógena [177], 
aunque existen pocos estudios que hayan evaluado de manera prospectiva la dinámica de 
colonización de E. faecium en pacientes oncohematológicos y su implicación con la infección. 
Además, los escasos estudios que existen se han realizado en EE.UU. donde la situación 
epidemiológica es muy diferente de la europea como ya se ha explicado previamente [262,263].  
Durante el estudio prospectivo desarrollado en el primer capítulo de esta Tesis 
Doctoral observamos que cerca de dos terceras partes de los pacientes incluidos en el estudio 
estaban colonizados o se colonizaban en algún momento de su estancia hospitalaria por 
EfmRA. Además, la probabilidad de colonización por EfmRA aumentaba de manera 
proporcional al tiempo de ingreso del paciente, siendo máxima (la mitad de todos los pacientes 
del estudio) al finalizar la profilaxis extendida con levofloxacino, momento en el que muchos 
de ellos recibían tratamientos antibióticos de amplio espectro. Además de la colonización es 
importante, también, destacar la capacidad de persistencia de estas cepas. De hecho, en tres 
cuartas partes de los pacientes en los que se detectó colonización por EfmRA, se comprobó la 
persistencia de la colonización en el tiempo.  
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En un estudio publicado en 2012, Weisser y colaboradores [198] estudiaron la 
dinámica de colonización de E. faecium en pacientes del Servicio de Hematología y de la UCI 
de dos hospitales distintos, y encontranron que un alto porcentaje de pacientes se colonizaba 
por E faecium durante el ingreso (67 y 92%, respectivamente), siendo estos aislados en su 
mayoría EfmRA (40 y 84%, respectivamente). Estas diferencias tan marcadas en las tasas de 
colonización por EfmRA podrían deberse a que 50% de los pacientes ingresados en la UCI 
había sido trasladados desde otro servicio del hospital, mientras que casi todos los pacientes 
hematológicos proveían de su domicilio. Sin embargo, este hecho también podría explicarse 
por otros factores como las estrictas medidas higiénicas empleadas en los Servicios de 
Hematología y el aislamiento de los pacientes en habitaciones individuales, o incluso a la 
distinta epidemiología de los dos centros. Curiosamente, mientras que la diversidad clonal de 
la población de E. faecium disminuyó durante el ingreso en pacientes hematológicos, por 
predominio de un clon epidémico, esta diversidad aumentó en la UCI, sugiriendo eventos de 
transmisión cruzada entre pacientes. Los datos obtenidos en este estudio son muy similares a 
los obtenidos en nuestro estudio en el que un número importante de pacientes hematológicos 
se colonizan por un clon epidémico de EfmRA. Las diferencias encontradas entre la tasa de 
colonización de los pacientes de nuestro estudio y los del estudio de Weisser (61% vs 40%) 
podrían deberse a que en más de la mitad de nuestros pacientes se documentó un ingreso previo 
en el mes anterior a su inclusión en el estudio. Weisser y colaboradores también pusieron de 
manifiesto el reemplazo de la población de E. faecium sensible a ampicilina por EfmRA cuando 
el paciente ingresaba en el hospital, y su descolonización tras recibir el alta. Además, en los 
pocos pacientes en los que persistió la colonización tras el alta, se pudo comprobar que el 
responsable era el clon de EfmRA epidémico de su área (MT159). Estos datos avalan la 
hipótesis de que los clones epidémicos son también más persistentes. 
La colonización EfmRA asociada al ingreso en un hospital se ha descrito en otros 
estudios, principalmente realizados en UCIs aunque generalmente con un número muy 
inferior de pacientes [159,264,265]. Además, en estos estudios se aporta poca o nula 
información acerca de la estructura poblacional y los determinantes de virulencia de los 
aislados, lo que dificulta la comparación de los distintos escenarios epidemiológicos. A este 
inconveniente se le añade la consideración de que, hasta hace pocos años, todos los aislados 
de E. faecium asociados al hospital se agrupaban dentro de un gran complejo clonal, CC17, que 
parecía descender de un único fundador, el clon ST17. Recientemente, este gran complejo ha 
sido re-definido en tres linajes con orígenes evolutivos diferentes (ST17, ST18 y ST78) y en 
base a los grupos BAPS de análisis genético bayesiano de todas las secuencias disponibles de 
MLST [165,166]. En el trabajo de Tedim y cols., se analizó además la estructura poblacional 
aislados de muestras de pacientes hospitalizados (n=133) e individuos no hospitalizados 
(n=173), demostrando que más del 80% de los aislados se agrupan en los BAPS 1, 2 y 3. 
Adicionalmente, la tasa de colonización por EfmRA se asocia significativamente con los 
ingresos hospitalarios y la edad (en mayores de 60 años la colonización fue cuatro veces 
superior en pacientes hospitalizados que en no hospitalizados). 




En nuestro trabajo, el estudio de la estructura poblacional de los aislados nos ha 
permitido comprender el proceso de colonización evidenciando que ocurre en un reducido 
número de clones (STs). Esta observación fue consistente con la baja diversidad detectada en 
la fase basal y su reducción durante las fases de profilaxis y post-profilaxis. La práctica 
totalidad de los aislados que detectamos pertenecieron a los grupos BAPS 2.2a y 3.3a, 
asociados significativamente a la colonización de pacientes hospitalizados [166], con un 
predominio casi exclusivo de los clones EfmRA-ST117 (mayoritariamente EspEfm y Acm +) y 
EfmRA-ST17 (mayoritariamente HylEfm y Acm +). Estos clones que eran resistentes a 
levofloxacino, eritromicina y la gran mayoría, también a estreptomicina (Ran-St), fueron 
capaces de colonizar y de persistir. 
La persistencia de los clones EfmRA hospitalarios se ha descrito previamente 
[266,267], aunque aún se desconocen los factores moleculares que la justifican. Se ha 
postulado que la expresión de adhesinas u otros factores de virulencia como la proteína EspEfm, 
o factores adaptativos (determinadas rutas metabólicas o bacteriocinas), pueda contribuir a la 
persistencia, tanto en el TGI como en el medio ambiente [38,43,56]. En base a estas hipótesis, 
decidimos investigar la presencia y producción de bacteriocinas, así como los perfiles de 
utilización de azúcares. La producción in vitro de bacteriocinas de nuestros aislados frente a la 
cepa E. faecalis JH2-2 fue muy heterogénea y no se detectó ninguna asociación con ningún 
clon. Sin embargo, todos los aislados productores de bacteriocinas, con la excepción de uno, 
se agruparon en los clones epidémicos EfmRA-ST117 y EfmRA-ST17. Esta diferencia en la 
producción de bacteriocinas dentro de aislados de un mismo clon podría deberse bien a la 
codificación plasmídica de las mismas, como se ha demostrado para algunas bacteriocinas de 
E. faecium (EntP, EntQ o EntL50); o bien a la dependencia de las condiciones de crecimiento 
para su expresión. Se ha demostrado que la producción de determinadas bacteriocinas por E. 
faecium, como la enterocina A, se ve favorecida en condiciones de estrés, como sucede cuando 
existe una tasa de crecimiento baja (por depleción de nutrientes o condiciones desfavorables), 
ya que en estas condiciones existe una mayor cantidad de aminoácidos disponibles para la 
síntesis de bacteriocinas [268].  
 Utilizando un representante de cada clon en base a los resultados de PFGE, observamos que 
sólo un 40% de nuestros aislados eran bacteriocinogénicos y que el 80% de ellos se agrupaban 
en los BAPS 2.1a y 3.3a. Además, la detección del gen bac43 fue una característica común y 
única de estos clones. Como dato interesante, cabe destacar que el clon mayoritario EfmRA-
ST117-B produjo una bacteriocina con capacidad de inhibir el crecimiento de práctica 
totalidad de clones, pero sin embargo fue resistente a las bacteriocinas de los otros clones. 
También nos llamó la atención el hecho de que este clon fuera el único con capacidad de 
metabolizar simultáneamente los polioles inositol, glicerol y sorbitol. Sin embargo, ya en 1995, 
Teixeira y cols. comunicaron la existencia de aislados clínicos de E. faecium con un perfil 
bioquímico diferente de la gran mayoría de aislados de esta especie: eran capaces de producir 
ácido a partir del glicerol, de la rafinosa y del sorbitol [269]. La capacidad de metabolizar 
sorbitol y glicerol es una característica habitual de E. faecalis pero no de E. faecium. Esta 
observación podría indicar la posibilidad de que este clon hubiera adquirido, por transferencia 
horizontal, los genes implicados en la metabolización de estos sustratos, como ya demostraron 
Zhang y cols. para los genes implicados en el metabolismo de la rafinosa, contenidos en 
megaplásmidos (150-300 kb). En la actualidad se ha encontrado en aislados de E. faecium un 
operón implicado en la metabolización del glicerol, análogo al de E. faecalis pero en el que un 
gen importante para la función del mismo, gldA, está ausente [5].  
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Hasta la fecha, no se han caracterizado las rutas metabólicas de E. faecium, pero se 
espera disponer en breve de esta información gracias al aumento del número de genomas 
secuenciados. Sin duda alguna, la adquisición horizontal de genes que permiten metabolizar 
sustratos podría ser uno de los múltiples factores que explicara el éxito ecológico de este clon 
en general, y en el TGI de pacientes oncohematológicos en particular.  
Para profundizar en este proceso de colonización del TGI, seleccionamos un subgrupo 
de pacientes oncohematológicos en base a su estado de colonización por EfmRA, evaluando 
los cambios en su microbiota durante los periodos de PEL y Pos-PEL. Los resultados 
demostraron una importante reducción de la diversidad microbiana, que era evidente durante 
la fase de PEL y en muchos casos, todavía más pronunciada durante la Pos-PEL. Este hecho 
podría estar en relación con el efecto de la quimioterapia sobre las comunidades microbianas 
intestinales, además del efecto bactericida del levofloxacino. Curiosamente, mientras que la 
microbiota se redujo en cantidad y se empobreció en diversidad, la densidad de la población 
de enterococos aumentó considerablemente, coincidiendo con el aumento de la detección 
relativa de E. faecium. De acuerdo con nuestros resultados, Vliet y cols. observaron que las 
heces de pacientes pediátricos con LMA recogidas durante la administración de quimioterapia 
tenían recuentos bacterianos hasta 100 veces menores que en las procedentes de voluntarios 
sanos. Este descenso podría ser el resultado de una disminución de las bacterias anaerobias de 
hasta 10.000 veces, que se compensaba con un incremento de 100 veces en la población de 
enterococos con potencial patógeno [270]. Estos resultados ponen de manifiesto la pérdida de 
la barrera habitual de defensa frente a la colonización en pacientes tratados con quimioterapia, 
debido principalmente a un descenso en el número de bacterias anaerobias. Estos autores 
demostraron además que el uso profiláctico y terapéutico de antibióticos no era suficiente para 
explicar los cambios tan inmensos que tenían lugar en la composición de la microbiota y 
demostraron, mediante una serie de experimentos in vtro, que la quimioterapia presenta un 
efecto bacteriostático directo.  
Otros autores también han demostrado el enriquecimiento de enterococos en el TGI 
de pacientes hospitalizados, y este hecho parece ser un factor crucial para la translocación 
bacteriana y el posterior desarrollo de bacteriemia [271,272]. Taur y cols. observaron que en 
los pacientes sometidos a TPH el predominio de EVR a nivel intestinal ocurría con frecuencia 
y que éste hecho incrementaba hasta 9 veces el riesgo de sufrir bacteriemia por EVR [232]. 
Aunque los resultados obtenidos por cultivo se correspondieron en la mayoría de los casos con 
los obtenidos mediante qPCR, nuestra aproximación al estudio de la evolución de la 
microbiota tiene dos limitaciones principales: 1) la detección de ADN bacteriano en las heces 
de los pacientes puede no ser indicativo de la viabilidad de estas bacterias y podría conducir a 
resultados erróneos en los que se sobreestiman algunos grupos bacterianos y 2) no utilizamos 
un gen específico para EfmRA sino que seleccionamos el gen housekeeping de E. faecium, ddl, 
como marcador subrogado. De esta forma podríamos estar sobreestimando la cantidad de 
EfmRA, aunque el desplazamiento de las poblaciones sensibles de enterococos por otras 
poblaciones resistentes a los antibióticos ha sido también descrito por otros autores 
[198,261,271]. 
 




Pese a estas limitaciones y considerando nuestros datos y los previamente publicados 
en la literatura, proponemos el siguiente modelo de colonización del TGI de estos pacientes: 
la administración de quimioterapia intensiva tiene un efecto inhibitorio y reductor sobre la 
microbiota intestinal, principalmente sobre las bacterias anaerobias. En un nicho ecológico 
altamente alterado, la presión selectiva ejercida en el TGI, por la PEL en un primer momento 
y, por los antibióticos de amplio espectro durante la neutropenia febril, pueden contribuir a la 
selección de EfmRA. Adicionalmente, los factores putativos de virulencia, bacteriocinas y 
otros factores adaptativos contribuirían a su sobrecrecimiento y persistencia durante las fases 
de PEL y Pos-PEL. 
Aunque podríamos hipotetizar que uno de los principales agentes selectores de EfmRA 
es el levofloxacino y otros antibióticos de amplio espectro, en nuestro estudio la duración de 
la PEL y la administración de un determinado tipo de antibiótico no se asociaron 
significativamente con la colonización por EfmRA. Además y al contrario de lo que ha sido 
previamente publicado, la ausencia de un grupo control sin PEL y el relativamente bajo 
número de pacientes nos impidieron establecer diferencias en las tasas de colonización por 
levofloxacino [273]. Por el contrario, si pudimos asociar significativamente la fase de 
quimioterapia, la mucositis y la duración de la neutropenia con una mayor colonización por 
EfmRA. No obstante, debido al reducido número de pacientes no se puedo un realizar análisis 
multivariable. 
Durante el estudio de colonización, se observó la emergencia de resistencia a linezolid 
en el clon epidémico EfmRA-ST117-N, tras la administración por vía oral de este antibiótico 
por un episodio de bacteriemia por EfmRA. También observamos que este clon resistente a 
linezolid era capaz de persistir largo tiempo en el TGI del paciente, incluso tras la interrupción 
del tratamiento. Este acontecimiento, junto con la dinámica de la microbiota, demuestra una 
vez más el importante papel ecológico y selector de los antibióticos. Existen numerosas 
referencias en la literatura sobre la emergencia de resistencia a linezolid en enterococos 
[97,98,149,205,274], principalmente tras la administración de tratamientos de larga duración. 
El principal mecanismo de resistencia son las mutaciones puntuales en genes que codifican 
para el dominio V de la subunidad 23S rARN, principalmente G2546T. Otro mecanismo 
menos frecuente es la metilación del residuo de adenina en la posición 2503 del gen 23S rARN 
por una metilasa codificada por el gen cfr. Nuestros aislados eran portadores de la mutación 
G2576T en una proporción 1:2, lo que en E. faecium parece sugerir la existencia de la mutación 
en 4 de los 6 alelos que tiene del gen 23S rARN. Aunque se ha demostrado que la mutación 
de un único alelo es suficiente para conferir resistencia, algunos trabajos han correlacionado 
el número de alelos mutados con mayores valores de CMI a este antibiótico [98].  
En enterococos la tasa de mutación espontánea en los genes responsables de resistencia 
a linezolid es baja (10−9-10−11), pero una vez que se produce y se expresa, la presión selectiva 
ejercida a nivel intestinal podría seleccionar estos mutantes. De hecho, el levofloxacino junto 
con los antibióticos administrados durante la neutropenia febril (piperacilina-tazobactam y 
vancomicina) podrían haber contribuido al enriquecimiento de la población de EfmRA en el 
TGI de este paciente, como también habíamos detectado por qPCR (p19). Aunque la 
eliminación de linezolid se produce preferentemente en la orina, y sólo una pequeña cantidad 
se excreta en forma de metabolitos inactivos en las heces, se han detectado concentraciones 
bajas en heces de voluntarios sanos, asociado a una marcada reducción en la población de 
enterococos y otras especies como Lactobacillus spp., Clostridium spp. o Bacteroides spp [275]. 
Este hallazgo sustenta la hipótesis de que una pequeña cantidad de linezolid en el TGI podría 
ser suficiente para seleccionar mutantes resistentes y eliminar la población sensible.  
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El hecho de que los aislados con resistencia a linezolid presentara el mismo patrón de 
PFGE que los restantes EfmRA-ST117 y la ausencia de otros aislados resistentes, apoya la 
hipótesis de que la resistencia se desarrolló dentro del TGI, aunque en ningún momento se 
puede descartar la adquisición exógena. Desde luego, el TGI de los pacientes puede 
representar un importante reservorio de EfmRA con resistencia a linezolid, particularmente 
en hospitales con un alto consumo de este antibiótico. Adicionalmente, y aunque nosotros no 
lo observamos, la colonización persistente por EfmRA con resistencia a linezolid podría ser 
un riesgo importante en pacientes oncohematológicos, ya que son más propensos a desarrollar 
bacteriemia y otras infecciones como consecuencia de la neutropenia y la mucositis inducida 
por la quimioterapia. 
La bacteriemia sigue siendo una de las complicaciones principales en los pacientes 
oncohematológicos neutropénicos y su etiología ha cambiado sustancialmente en los últimos 
años. Cuando la quimioterapia comenzó a utilizarse de manera generalizada en el tratamiento 
del cáncer, los bacilos gramnegativos constituían la principal causa de infección (mediados de 
los 80) [260,276,277]. Sin embargo, en las últimas tres décadas ha aumentado la proporción 
de bacteriemias debidas a microorganismos grampositivos, principalmente estafilococos 
coagulasa negativos, estreptococos y enterococos [175,176,195,276]. Los principales factores 
que parecen determinar esta inversión de la balanza a favor de los grampositivos son el uso 
generalizado de catéteres permanentes y la profilaxis antibiótica con fluoroquinolonas [276]. 
El empleo de quinolonas de forma profiláctica ha demostrado ser especialmente eficaz en la 
reducción de la mortalidad y del número de bacteriemias por microorganismos gramnegativos 
[191], pero por otra parte también se ha asociado a un aumento de la resistencia a diversos 
antibióticos [278–280]. Pese a la cantidad de estudios publicados que evidencian esta 
asociación, las principales sociedades de enfermedades infecciosas y cáncer (Infectous disease 
society of America, IDSA; European society for medical oncology, ESMO o la American society of 
clinical oncology, ASCO) todavía recomiendan la profilaxis antibiótica con fluoroquinolonas en 
pacientes oncológicos [281]. Algunos hospitales han dejado de administrar esta profilaxis a los 
pacientes oncohematológicos [197], y en otros donde las tasas de resistencia a quinolonas son 
de manera basal muy altas, se desaconseje abiertamente su uso [282].  
 El incremento de las bacteriemias por grampositivos en los pacientes hematológicos se 
corresponde en parte con el aumento de los episodios causados por enterococos. Este aumento 
se viene documentando desde principios de los años 2000 pero es especialmente evidente en 
la actualidad [120,128,195,199,283,284]. En 2013 Gudiol y cols. publicaron un trabajo en el 
que notificaban el aumento de bacteriemias por EfmRA y su predominio frente a las 
producidas por E. faecalis en pacientes con cáncer durante los años 2006 y 2012 [195]. De 
manera paralela, en el Hospital Ramón y Cajal, se ha registrado un aumento de bacteriemias 
enterocócicas desde un 2,3‰ en el año 1996 a un 3,0‰ en el año 2014. Además, de manera 
similar a lo observado por Gudiol y cols., este aumento ha coincidido con la disminución de 
la ratio E. faecalis/E. faecium (de 5:1 en 1996 a 1:1 en 2014), además del aumento significativo 
de cepas resistentes a ampicilina (>90% en 2013). Estos aislados de EfmRA fueron también 
resistentes a levofloxacino, eritromicina y presentaron alto nivel de resistencia a estreptomicina 
[199]. En cuanto a la estructura poblacional de estos aislados de EfmRA en nuestro hospital, 
Tedim y cols. demostraron, como habían observado previamente en los aislados de 
colonización, un predominio de los grupos BAPS 2 y BAPS 3, agrupándose la mayoría en el 
subgrupo 3.3a.  




 En nuestro estudio, los microorganismos grampositivos constituyeron la primera causa de 
bacteriemia en pacientes oncohematológicos, ocupando EfmRA el tercer lugar (7,7% del total 
de pacientes), por detrás de los estafilococos coagulasa negativos y de E. coli. En todos los 
casos, la bacteriemia se detectó en pacientes con LMA tras la administración de quimioterapia 
de inducción a la remisión. Todos pacientes presentaban colonización por EfmRA, siendo el 
clon EfmRA-ST117-B (BAPS 2.1a) detectado en sangre idéntico al del TGI. Este hecho podría 
indicar varias cosas: 1) que este clon tiene una mayor capacidad de colonización y que ante 
una barrera intestinal alterada sería capaz de translocar y acceder a sangre o 2) que este clon, 
además de colonizar el TGI tuviera alguna característica intrínseca que le permitiera translocar 
más eficientemente o 3) ambas cosas. La dominancia de este clon en todos los episodios de 
bacteriemia de nuestro hospital a partir del año 2009 parecen avalan el segundo punto [199].  
Se han publicado muchos trabajos evaluando los factores que condicionan la 
bacteriemia enterocócica y en la mayoría se han encontrado como factores de riesgo 
independientes el tratamiento antibiótico previo, la presencia de cánceres hematólogicos, 
inmunosupresión o mucositis o la presencia de una sonda urinaria, entre otros [141,197,284]. 
En un estudio realizado en Japón en 2011 por Chong y cols. Se evaluó el efecto de interrumpir 
la PEL en el perfil etiológico de las bacteriemias en dos periodos, uno con profilaxis antibiótica 
y otro sin ella [285]. Aunque no observaron diferencias significativas, sí que observaron un 
aumento en la detección de Enterococcus durante el periodo de administración de PEL. Esto 
podría sugerir que la profilaxis con quinolonas pudiera ser un factor de selección de 
enterococos resistentes a nivel intestinal, como se ha demostrado en otros estudios, que 
eventualmente podrían originar bacteriemia en pacientes oncohematológicos. 
Todas estas observaciones recalcan la importancia de la epidemiología local y la 
estructura poblacional de E. faecium para predecir las características de los clones que más 
frecuentemente originan bacteriemias y su perfil de sensibilidad antibiótica. De hecho, es 
importante que las guías farmacoterapéuticas del hospital contemplen estos datos a la hora de 
sugerir un determinado tratamiento empírico para el tratamiento de la neutropenia febril.  
Durante mucho tiempo el PFGE se ha considerado la técnica de referencia para la 
tipificación molecular y el estudio de la estructura poblacional de E. faecium. Sin embargo, esta 
técnica no está exenta de inconvenientes como su elevado coste y tiempo, o la falta de 
estandarización a la hora de comparar los perfiles electroforéticos entre laboratorios. Por este 
motivo y pese al auge actual de las técnicas genómicas, quisimos determinar la utilidad del 
método de tipificación fenotípico PhP, desarrollado en Suecia por el grupo de la Dra. Kuhn 
[119,286]. Esta técnica permite la tipificación de un alto número de aislados con un coste e 
inversión de tiempo mínimos y podría ser útil en la caracterización de brotes dentro de una 
institución. Uno de los principales inconvenientes de las herramientas de tipado basadas en el 
fenotipo es la subjetividad en la interpretación de los resultados obtenidos ya que, cambios en 
la duración de incubación o en el tamaño del inóculo pueden hacer variar significativamente 
los resultados. Además, el resultado es la expresión de un genotipo y puede o no puede reflejar 
el estado actual de relación genética entre un grupo de aislados. La técnica PhP, a diferencia 
de otros sistemas basados en el uso de reacciones bioquímicas para el tipado bacteriano (ej: 
API, biolog), se basa en la evaluación cuantitativa de un conjunto de reacciones bioquímicas 
altamente discriminatorias. La obtención de una huella bioquímica de un aislado se basa en la 
medida de la tasa de metabolización de un sustrato mediante un sistema óptico en distintos 
momentos durante la incubación, lo que elimina los problemas asociados con interpretaciones 
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absolutas de ‘positivo’ o ‘negativo’. Este sistema se ha empleado en numerosos trabajos de 
grupos de investigación [119,287,288] y previamente se ha demostrado que la elección de un 
correcto índice de similitud podría determinar el que esta técnica pudiese ser una herramienta 
útil en el tipado de grandes colecciones de enterococos.  
Cuando comparamos el PhP frente al PFGE para nuestra colección de aislados 
encontramos poca correlación cuando se emplearon niveles de similitud muy altos (0,975 y 
0,95), que hacían que la técnica fuera demasiado discriminatoria. Por el contrario, cuando se 
redujo el índice de similitud a 0,9 se detectó una buena concordancia (κ=0,6). Saeedi y cols. 
también observaron un mayor acuerdo entre ambas técnicas con un nivel de similitud de 0,9 
[287] aunque no obtuvieron una buena concordancia entre ambas técnicas. Una de las 
limitaciones principales del estudio de Saeedi y cols. es que no calculan el efecto del azar en la 
probabilidad del acuerdo y se limitan a da un valor de concordancia basado en lo observado. 
Hasta la fecha la técnica de PhP ha demostrado buena concordancia con los resultados del 
PFGE en aislados de E. faecalis procedentes tanto de muestras clínicas [287] como otros 
ambientales [286] y en base a esto se ha empleado en varios estudios de aislados 
medioambientales a gran escala [288]. Sin embargo, los datos disponibles para la tipificación 
de E. faecium son escasos. En base a los resultados de nuestra comparación y conociendo las 
limitaciones que tiene esta técnica fenotípica, podríamos recomendar su utilización en 
laboratorios con recursos limitados o donde no existe la posibilidad de utilizar técnicas más 
robustas como el PFGE, MLVA o MLST, empleando siempre un índice de similitud de 0,9. 
En el capítulo II de esta Tesis Doctoral se ha pretendido profundizar en el 
conocimiento de las infecciones invasivas enterocócicas y estreptocócicas como procesos 
complejos y multifactoriales en los que interactúan tanto el sistema inmune del huésped como 
la virulencia bacteriana. La mayoría de estas infecciones tienen un origen endógeno en el 
lumen intestinal, desde donde las bacterias atraviesan el epitelio intestinal por un proceso de 
translocación. Este fenómeno, que ocurre naturalmente en individuos sanos en una proporción 
variable (5-10%), puede verse incrementadoen condiciones patológicas tales como la lesión 
isquémica, dismotilidad que conduce al sobrecrecimiento bacteriano y estados de 
inmunosupresión sistémica. En condiciones normales, las bacterias que traslocan son 
fagocitadas por las células del sistema inmune antes de que puedan acceder a la circulación 
sanguínea, evitando así el proceso bacteriémico. A pesar de la cantidad de estudios dedicados 
a caracterizar la translocación intestinal en bacterias gramnegativas, especialmente en E. coli, 
la información sobre este proceso en bacterias grampositivas es muy escasa. Un estudio 
reciente demostró que los enterococos resistentes a la vancomicina podían traslocarse al 
mismo nivel que cepas de E. coli productoras de beta-lactamasa de amplio espectro (E. coli-
BLEE) [182]. Las bacterias grampositivas como E. faecium y S. gallolyticus representan dos de 
las principales especies con capacidad de translocación intestinal [233,289], aunque sus 
implicaciones clínicas difieren entre si. E. faecium es una causa frecuente de bacteriemia, 
particularmente en pacientes oncohematológicos, como se ha demostrado en el Capítulo I; 
mientras que S. gallolyticus es uno de los agentes etiológicos de la endocarditis infecciosa, que 
suele asociarse con cáncer colorrectal. En base a estas observaciones, decidimos explorar las 
diferencias entre ambas especies en cuanto a su capacidad de translocar, ya que este proceso 
podría estar relacionado con la oportunidad de atravesar una barrera no preservada, como 
ocurre con S. gallolyticus durante el cáncer colorrectal [289]. 




Nuestros resultados demostraron que E. faecium tiene una capacidad de translocación 
muy superior a la exhibida por S. gallolyticus, con independencia de la procedencia de los 
aislados de E. faecium. Los clones de alto riesgo Efm106 y Efm121 aislados de muestras de 
heces y sangre de los pacientes hematológicos del primer capítulo, translocaron 
significativamente más que el aislado Efm 222, procedente de un individuo no hospitalizado. 
Estos resultados demuestran que existir diferencias intra-clonales que justificarían porqué los 
clones asociados al hospital originan bacteriemias con más frecuencia. La administración de 
quimioterapia altera profundamente la estructura de las membranas mucosas intestinales, 
induciendo una atrofia celular que se acompaña de un aumento de la permeabilidad de la 
barrera intestinal [290]. La aparición de mucositis podría explicar parcialmente la frecuencia 
tan elevada de bacteriemias que se producen en los pacientes oncohematológicos [195]. 
Además, en estos pacientes, la administración de múltiples tratamientos antibióticos, como 
quinolonas o cefalosporinas de tercera generación, contribuye al enriquecimiento de las 
especies resistentes dentro del TGI, particularmente E. faecium, como se ha explicado 
previamente [261].  
En nuestro modelo, E. faecium indujo una disminución de los valores TER inferior a la 
de las células de control (sin estímulo bacteriano), lo que sugiere una desestabilización del 
epitelio. Se ha demostrado que la monitorización de los valores de TER permite inferir la 
integridad de las uniones estrechas en cultivos en monocapas de células endoteliales y 
epiteliales. Por lo tanto, los cambios en los valores de TER se pueden relacionar con la 
integridad/funcionalidad de la barrera oclusiva paracelular [291]. El aumento en el valor TER 
junto con la disminución de la tasa de translocación de E. faecium, apuntan a la ruta paracelular 
como la principal vía de translocación para esta especie. Sin embargo, se requieren otras 
determinaciones adicionales para poder cuantificar la expresión y la localización de los 
componentes principales de las uniones estrechas, la proteína, ZO-1, durante y después de la 
exposición bacteriana. Por el contrario, las monocapas de células Caco-2 reaccionaron a los 
estímulos de Lactobacillus y S. gallolyticus aumentando los valores de TER, lo que podría estar 
relacionado con un posible efecto probiótico, tal y como se ha comunicado anteriormente 
[292].  
S. gallolyticus es un microorganismo comensal del TGI humano y animal aunque las 
tasas de colonización de voluntarios adultos sanos (5-10%) es muy inferior a la que se ha 
encontrado en los rumiantes [34]. En nuestro trabajo, todos los aislados de S. gallolyticus, 
excepto la cepa Sg78, resistente a vancomicina, mostraron una baja adhesividad y ausencia de 
invasión de las células intestinales. Boleij y cols. obtuvieron resultados similares a los nuestros 
(tasas de invasión <0,02%) cuando emplearon dos líneas celulares de adenocarcinoma 
colorrectal humano diferentes (Caco-2 y T-29) [13]. Sin embargo, otros autores han 
comunicado tasas de invasión superiores(0,1-10%) cuando los ensayos se realizaron en líneas 
celulares endoteliales primarias (HUVEC o EA.hy926) [293] lo que podría indicar que estos 
procesos puedan ser dependientes de los receptores que expresen estas células en su membrana 
celular. 
El aislado deS. gallolyticus Sg78, en el que previamente se había detectado resistencia a 
vancomicina por la inserción del Tn1546, demostró ser el aislado con mayor capacidad 
invasiva [294], aunque no podimos demostrar ninguna relación entre ambos factores. 
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Desde hace algo más de una década se ha incidido en el papel que pueden desempeñar 
los componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de adhesión de la matriz 
extraceular (MSCRAMM) en el proceso de adhesión celular de E. faecium y S. gallolyticus [238]. 
Estos componentes son, en su mayoría, proteínas de superficie que median la unión entre la 
bacteria a distintos tejidos y se ha postulado que las variaciones en la expresión de estos 
componentes pudieran modular el proceso de translocación y ser responsable de las diferencias 
de translocación. En Enterococcus spp., una de las proteínas que mejor se ha caracterizado es la 
proteína de superficie enterocócica Esp, habitualmente localizada en una isla de 
patogenicidad. En modelos experimentales de infección urinaria por E. faecium, Esp se ha 
relacionado con la adhesión inicial al poliestireno y a la producción de biopelículas [240]. 
Además, es un importante marcador en las cepas epidémicas, como es el caso de cuatro de 
nuestros aislamientos, ya que su presencia parece limitarse a los clones de E. faecium adquiridos 
en el hospital. En nuestra experiencia, los aislamientos Esp+ fueron los más adhesivos, 
mientras que, al igual que los aislados Esp-, su capacidad de invasión fue muy reducida.  
No se conocen los factores que condicionan la virulencia de S. gallolyticus, aunque 
recientemente se han descrito islas de patogenicidad y el locus pil1. En este locus están 
codificadas dos proteínas LPXTG (Gallo2178 y Gallo2179) y la sortasa C (Gallo2177), que 
han demostrado ser esenciales para la adhesión al colágeno I, y que en modelos murinos 
intervienen en los procesos de colonización y establecimiento de la endocarditis infecciosa 
[237]. En nuestro modelo, tres de las cuatro cepas de S. gallolyticus presentaron pil1 y aunque 
no observamos una mayor adhesión a células Caco-2 si que se demostró una alta adhesión y 
capacidad de formación de biopelículas sobre colágeno I. El aislado Sg78 que carece de este 
operón fue el más adherente e invasivo. La presencia de determinantes virulentos no siempre 
está vinculada con su expresión in vivo, existiendo la posibilidad de una regulación negativa o 
simplemente la falta de expresión. 
La principal limitación de nuestro estudio es el bajo número de cepas, que no nos 
permiten comparar las capacidades de translocación, adherencia e invasión y las 
particularidades intraespecíficas. Sin embargo, la compleja metodología de los experimentos 
también limita el número de cepas a estudiar, y por ello nos centramos en comparar según el 
origen de las cepas. La formación de biopelículas es también un factor de virulencia y de 
resistencia a los antibióticos que se ha relacionado con la colonización de dispositivos médicos 
(catéteres, válvulas cardíacas protésicas o aparatos ortopédicos), y que se asocia, entre otros, 
con la endocarditis de válvula nativa. La gran capacidad de S. gallolyticus para producir 
biopelículas sobre superficies ricas en colágeno ya ha sido previamente descrita, 
particularmente en superficies revestidas con colágeno I y IV [230]. En general, y al igual que 
lo que encontramos en nuestro trabajo, los aislados de E. faecium producen biopelículas en 
menor medida que E. faecalis, aunque se ha demostrado una mayor producción en aislados 
clínicos [241]. Las diferencias en la producción de biopelículas podrían deberse también a la 
ausencia de carbohidratos adicionales en el medio de cultivo empleado [38]. 
En nuestro Hospital durante el período 2005-2014, E. faecium causó dos veces más 
bacteriemias que endocarditis (0,02 vs 0,01%), mientras que para S. gallolyticus fue lo contrario, 
se detectó ocho veces más causando endocarditis que bacteriemia (0,04 vs 0,005%). Los 
principales resultados de nuestro trabajo podrían explicar estas diferencias clínicas inter-
especies: S. gallolyticus forma más biofilm favoreciendo el establecimiento de vegetación 
endocarditis, mientras que E. faecium es más invasivo en relación a la bacteriemia. En resumen, 
y a pesar de las altas similitudes genéticas y bioquímicas de ambas especies, los resultados 




obtenidos en este trabajo ponen de relieve sus diferencias en la capacidad de translocación 
intestinal. 
En el tercer capítulo de esta Tesis, nos propusimos investigar las causas del aumento 
de la detección de EfVR en muestras de colonización rectal de pacientes ingresados en nuestro 
Hospital, a la vez que evaluar un modelo para el estudio de la dinámica de transmisión de 
bacterias entre personas a través del contacto de la piel. 
La detección del brote causado por EfRV fue posible, gracias a la existencia de un 
sistema de vigilancia activo para la detección de microorganismos multirresistentes entre los 
que se incluyen las enterobacterias productoras de BLEE/carbapenemasas o multirresistentes, 
Pseudomonas aeruginosa productora de carbapenemasas o multirresistente, Acinetobacter 
baumannii multirresistente, Staphylococcus aureus meticilin-resistente y enterococos resistentes a 
los glucopéptidos. Todos los Servicios Clínicos y Quirúrgicos de nuestro Hospital participan 
activamente en este sistema, aunque los directamente implicados son los Servicios de 
Microbiología, Enfermedades Infecciosas y. Medicina Preventiva, que además actúa como 
coordinador. Sin embargo, en la actualidad las guías no recomiendan el cribado de portadores 
de EVR en zonas de baja prevalencia, salvo en pacientes de alto riesgo (UCIs, trasplantados, 
pacientes oncohematológicos...). En nuestro país y hasta el año 2015, la prevalencia de EfVR 
en aislados clínicos era del 1-1,5%, pero en el último informe del EARS-Net demuestran que 
se ha producido un aumento del 1% con respecto a años anteriores (Informe EARS-Net, 2016). 
Esta situación epidemiológica también se ha observado en otros países europeos, aunque es 
mucho más grave en los países del este (Hungría, Eslovaquia, Rumania o Croacia entre otros) 
donde la prevalencia se sitúa en 14-25% (Informe EARS-Net 2016).  
Durante los últimos años se han notificado brotes por EVR principalmente causados 
por la diseminación de E. faecium-VanA y en menor medida por cepas con el genotipo VanB. 
En su mayoría se han producido en pacientes de alto riesgo de Nefrología, Oncología, 
Hematología o UCIs [295–300]. De manera semejante a lo descrito por otros autores, las dos 
terceras partes de nuestros casos se agruparon en los Servicios de Medicina Interna y 
Nefrología, los dos servicios donde se detectaron los probables casos índice seis meses antes 
del descubrimiento del brote. La confirmación de que se trataba de un brote se produjo al 
comprobar que más del 90% de los aislados pertenecían a un mismo patrón de PFGE, el clon 
EfVR-ST17-A. Aunque una de las infecciones consideradas como caso índice (peritonitis) se 
produjo unos días antes de la detección de la infección de piel y partes blandas, no podemos 
saber con certeza cuál de estos dos pacientes introdujo el clon de EVR en el hospital o si por 
el contrario la resistencia a vancomicina fue adquirida por transferencia horizontal.  
Inicialmente el brote se circunscribió al clon mayoritario EfVR-ST17, pero más tarde 
se pudo evidenciar una situación policlonal en la que predominaron distintas variantes del clon 
ST117, prevalente en los pacientes oncohematológicos de nuestro hospital. Esta 
diversificación, detectada a los dos meses de la declaración del brote, no se acompañó de un 
aumento en el número de casos debidos a estas nuevas variantes. La evolución de una 
situación monoclonal a una policlonal, se ha descrito con frecuencia en la literatura en 
instituciones donde inicialmente no se consigue controlar el brote y se establece una situación 
endémica. Varios trabajos han demostrado que la mayoría de los pacientes colonizados por 
EVR no desarrollan infecciones por este microorganismo, ya que, aunque la colonización 
suele preceder a la infección, la proporción de la relación entre ambas se ha estimado en 10:1 
[118]. Sin embargo, como se ha comentado previamente, Taur y cols. demostraron que el 
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enriquecimiento intestinal en EVR puede aumentar hasta 9 veces el riesgo de sufrir bacteriemia 
[232]. Se han descrito muchos factores de riesgo de la colonización e infección por EVR, 
principalmente la administración de cefalosporinas de tercera generación y otros antibióticos 
con actividad antianaeróbica, la edad avanzada, las enfermedades oncohematológicas y otras 
como la cirrosis, la diálisis, la cirugía intrabdominal reciente o los ingresos 
prolongados[262,263]. La mayoría de estos factores son comunes a los encontrados para 
EfmRA, lo que indicaría que el riesgo de colonización/infección por estos microorganismos 
no depende tanto de la resistencia antibiótica como de las características intrínsecas del 
hospedador como de los propios clones epidémicos. Todos los aislados caracterizados durante 
el brote portaban factores de virulencia como Acm y dependiendo del clon, también EspEfm o 
HylEfm, además de las bacteriocinas EntA y Bac43, detectada por otros autores en aislados de 
EVR [301,302]. Como avanzamos previamente en esta discusión, pensamos que todos estos 
factores contribuyen a la supervivencia de E. faecium a nivel intestinal y como han sugerido 
otros autores, podrían desempeñar también un papel en la persistencia.  
En todos los aislados que detectamos, salvo en uno, la resistencia a vancomicina estuvo 
codificada por el operón VanA asociado al transposón Tn1546 que difirió de las variantes del 
prototipo descritas hasta la fecha [257,303]. El operón VanA que identificamos carecía de 
ORF-1, de los genes vanR y vanS y tenía una secuencia de inserción entre los genes vanA y 
vanX. La ausencia de los genes vanR y vanS parecería indicar que el sistema de regulación del 
operón no estaba presente y, por tanto, la resistencia a vancomicina se expresaría de manera 
constitutiva, aún en ausencia de este antibiótico. Además, el hecho de que detectáramos el 
mismo operón van en los diferentes clones de EVR y, pese a no haber podido demostrar la 
transferencia de este elemento en condiciones de laboratorio, sugiere la diseminación del 
plásmido en el que va contenido el transposón Tn1546-VanA desde el clon ST17 a los distintos 
clones ST117.  
La exposición a pacientes colonizados y/o infectados también se ha asociado a la 
colonización del personal sanitario, que tiene un papel fundamental en la transmisión cruzada 
de EVR. Bonten y cols. observaron que la presión de colonización, definida como el porcentaje 
de pacientes en una unidad colonizados por EVR, incrementaba la probabilidad de adquisición 
de EVR de 1,4-10%. Además observaron que cuando las tasas de colonización sobrepasaban 
el 50%, éste se convertía en el principal factor de riesgo de diseminación de EVR en una unidad 
[304]. 
Los expertos en el control de la infección nosocomial señalan cuatro medidas para el 
control de la diseminación de EVR en las instituciones sanitarias: 1) cultivos periódicos de 
vigilancia activa de pacientes de riesgo, 2) lavado de manos y uso de soluciones antisépticas 
antes y después del contacto con el paciente, 3) adherencia a las precauciones de barrera y 
aislamiento, y 4) limpieza exhaustiva de las habitaciones. De estas medidas la que 
generalmente tiene mayor impacto es el lavado correcto de manos, aunque esta medida no 
siempre alcanza los niveles de cumplimiento óptimo por el personal sanitario. [305].  
Oliver Wendell Holmes fue la primera persona en describir la transmisión directa de 
posibles agentes infecciosos a las puérperas a través de las manos contaminadas del médico 
[306]. Sin embargo, el reconocimiento mundial de esta relevante observación ha sido 
clásicamente atribuido a Ignaz Philipp Semmelweis, que estudió el papel de la desinfección de 
las manos en su tesis doctoral [307]. Ambos autores resaltaron por primera vez el papel que 
podían desempeñar las manos humanas contaminadas con "partículas cadavéricas" en el 




proceso de transmisión, y este concepto ha permanecido hasta nuestros días, donde la higiene 
de las manos sigue siendo una liturgia en los procedimientos quirúrgicos, pero también una 
medida general con un papel fundamental en la prevención y control de las enfermedades 
transmisibles. 
Hoy en día se acepta que la higiene de las manos del personal sanitario es la mejor 
medida para la prevención de la infección nosocomial y la aparición de brotes [308]. En 2009, 
con el objetivo de estandarizar el lavado de manos entre el personal sanitario, la Organización 
Mundial de la Salud publicó unas directrices universales para su correcta realización 
(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/44102/1/9789241597906_eng.pdf). Pese a la 
existencia de evidencia suficiente para confirmar la clara relación entre la correcta higiene de 
las manos de los trabajadores sanitarios y la disminución de la infección nosocomial; su 
cumplimiento general es inferior al 40% [309]. Recientemente se han incorporado soluciones 
alcohólicas para la higiene de las manos que son capaces de eliminar el 99,99% de la 
microbiota de la mano, mientras que el agua de lavado sólo alcanza un 95% [310,311].  
Como ocurre en otras localizaciones del cuerpo humano, la microbiota comensal de 
las manos podría contribuir a prevenir la colonización y el crecimiento de patógenos externos. 
En ese sentido, una reducción controlada de la densidad de la microbiota de las manos podría 
ser mejor que una desinfección completa. La microbiota habitual de nuestras manos se ve 
influenciada por parámetros fisiológicos como el pH, la humedad y la temperatura. Además 
su composición puede variar en las diferentes localizaciones, en relación con la distribución 
de los folículos pilosos, glándulas sebáceas, ecrinas, apocrinas, cicatrices o imperfecciones 
anatómicas [312]. Se han descrito diferencias según del estrato de la piel y se ha observado que 
las bacterias transitorias que no forman parte de la microbiota habitual se localiza 
normalmente en las secciones más superficiales [313]. Aunque las diferencias entre individuos 
son bastante significativas, la composición intra-individual de esta microbiota permanece 
relativamente estable a lo largo del tiempo. Sin embargo son frecuentes las fluctuaciones 
diarias que afectan a su densidad que con frecuencia se originan después del lavado de las 
manos o de la existencia de algún tipo de fricción externa [314]. Otros autores han observado 
la existencia de diferencias en función del género, siendo las mujeres las que tienen una mayor 
diversidad bacteriana; y curiosamente también se ha demostrado una mayor diversidad en la 
mano dominante [314]. Por el momento no se han evaluado adecuadaente los efectos que 
puedan tener la edad o la raza. 
Como ya se ha comentado, la adquisición de enterococos, tanto los seensibles a 
vancomicina como los resistentes, por exposición manual a los fómites o superficies 
contaminadas es un punto crítico en la infección nosocomial, particularmente para los 
trabajadores de la salud ya que pueden actuar como diseminadores de estos microorganismos 
[47].  
Pese al número de trabajos realizados centrados en la transmisión de bacterias a través 
de la piel, las variaciones intraindividuales no sean evaluado, y es por ello que en este trabajo 
nos planteamos investigar este aspecto de la transmisión. Con el sencillo experimento que 
diseñamos hemos podido observar diferencias importantes, aunque no significativas en la 
transmisión de los dos asislados de E. faecium entre los nueve voluntarios, lo que nos permitió 
clasificarlos en transmisores altos, medios o bajos en función de las caídas en los recuentos 
entre el primer y el último dedo. La mayoría de estos voluntarios se clasificó en el mismo grupo 
de transmisión con independencia de la cepa y destaca la elevada capacidad de transmisión de 
uno de ellos. Esto parece apoyar la teoría de que uno de los principales factores que 
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condicionan la transmisión es el propio individuo. También se detectaron diferencias según el 
clon, siendo E. faecium-ST117 ligeramente más transmisible que el clon L50-ST178, resultados 
que contrarios a lo que observamos posteriormente en un trabajo realizado con un mayor 
número voluntarios [315]. Aunque hombres y mujeres tienen diferencias significativas en la 
composición de su piel (pH, producción de sebo o sudor, grosor de la piel…) que podrían 
influir su capacidad de transmisión, no pudimos estudiarlas por el bajo tamaño muestral. 
También deberíamos considerar las diferencias en cuanto a la composición lipídica de la piel, 
mucho más cuando son lípidos también los que componen la superficie externa de las 
bacterias. Las interacciones químicas y físicas entre los lípidos bacterianos y los humanos 
pueden determinar la adherencia final de las bacterias a la capa superficial de la piel. Hasta 
donde sabemos, este es uno de los pocos trabajos que ha estudiado las diferencias en la 









































1. Los pacientes oncohematológicos en tratamiento quimioterápico presentan una marcada 
reducción de la densidad y de la diversidad de su microbiota intestinal, particularmente tras la 
profilaxis extendida con levofloxacino. Hasta dos tercios de estos pacientes se colonizan 
persistentemente por clones hospitalarios de Enterococcus faecium resistente a la ampicilina. 
 
2. Enterococcus faecium resistente a la ampicilina es una causa frecuente de bacteriemia en 
pacientes oncohematológicos en el Hospital Ramón y Cajal y la colonización intestinal por 
estos mismos clones, precede al desarrollo de bacteriemia. 
 
3. En nuestro entorno predomina el clon epidémico EfmRA-ST117-B, y su éxito ecológico podría 
estar asociado a factores de virulencia y persistencia, su capacidad de producir bacteriocinas 
frente a un elevado número de clones de la misma especie y a su capacidad de metabolizar 
algunos polioles. 
 
4. Se ha evidenciado buena concordancia entre la técnica de tipificación fenotípica PhP y la 
electroforesis en campo pulsado (PFGE) en la estructura poblacional de Enterococcus. faecium, 
siempre que se utilice como índice de similitud un valor de 0,9.  
 
5. Se ha demostrado la emergencia in vivo de resistencia a linezolid en aislados de colonización 
intestinal de Enterococcus. faecium resistentes a la ampicilina, tras la administración de este 
antibiótico, debido a la presencia de la mutación G2576T en 4 de los 6 alelos del del gen 23S 
rARN. 
 
6. Los aislados de Enterococcus faecium presentan mayor capacidad para adherirse a las células 
epiteliales intestinales que los aislados de Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, con 
independencia su origen epidemiológico.  
 
7. Los aislados humanos de Enterococcus faecium y Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus no 
tienen capacidad para invadir las células del epitelio intestinal o lo hacen en muy baja 
proporción. Únicamente el aislado de Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus de procedencia 
animal demostró una alta capacidad invasiva.  
 
8. La formación de biofilm por cepas de Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus es notablemente 
mayor en superficies tapizadas con colágeno I y colágeno IV, mientras que las cepas de 
Enterococcus faecium sólo lo hacen, y en mucho menor grado, sobre superficies enriquecidas en 
colágeno IV. 
9. Ante un epitelio intestinal intacto, Enterococcus faecium es capaz de traslocar en mayor 
proporción que Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, si bien existen diferencias 
intraespecie según la cepa, siendo los clones epidémicos que mejor traslocan. 
  
10. Se ha detectado y caracterizado un brote silente de Enterococcus faecium resistente a la 
vancomicina en el Hospital Ramón y Cajal, como consecuencia de la diseminación de un clon 
mayoritario con el genotipo vanA. Su descubrimiento ha sido posible gracias al 
funcionamiento de un sistema de vigilancia activa para enterobacterias productoras de 
carbapenemasas. 
 
11. El estudio de la transmisión de cepas de Enterococcus faecium empleando un nuevo modelo de 
contacto dedo-dedo ha puesto de manifiesto que los factores relacionados con los individuos 
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The rise of ampicillin-resistant Enterococcus faecium high-risk clones as a
frequent intestinal colonizer in oncohaematological neutropenic patients
on levoﬂoxacin prophylaxis: a risk for bacteraemia?
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Abstract
Levoﬂoxacin extended prophylaxis (LEP), recommended in oncohaematological neutropenic patients to reduce infections, might select resistant
bacteria in the intestine acting as a source of endogenous infection. In a prospective observational study we evaluated intestinal emergence and
persistence of ampicillin-resistant Enterococcus faecium (AREfm), a marker of hospital adapted high-risk clones. AREfm was recovered from the
faeces of 52 patients with prolonged neutropenia after chemotherapy, at admission (Basal), during LEP, and twice weekly until discharge (Pos-
LEP). Antibiotic susceptibility, virulence traits and population structure (pulsed-ﬁeld gel electrophoresis and multilocus sequence typing) were
determined and compared with bacteraemic isolates. Gut enterococcal population was monitored using a quantitative PCR quantiﬁcation
approach. AREfm colonized 61.4% of patients (194/482 faecal samples). Sequential AREfm acquisition (25% Basal, 36.5% LEP, 50% Pos-LEP) and
high persistent colonization rates (76.9–89.5%) associated with a decrease in clonal diversity were demonstrated. Isolates were clustered into
24 PFGE-patterns within 13 sequence types, 95.8% of them belonging to hospital-associated Bayesian analysis of population structure
subgroups 2.1a and 3.3a. Levoﬂoxacin resistance and high-level streptomycin resistance were a common trait of these high-risk clones. AREfm-
ST117, the most persistent clone, was dominant (60.0% isolates, 32.6% patients). It presented esp gene and caused 18.2% of all bacteraemia
episodes in 21% of patients previously colonized by this clone. In AREfm-colonized patients, intestinal enrichment in the E. faecium population
with a decline in total bacterial load was observed. AREfm intestinal colonization increases during hospital stay and coincides with enterococci
population enrichment in the gut. Dominance and intestinal persistence of the ST117 clone might increase the risk of bacteraemia.
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Introduction
In neutropenic oncohaematological patients, chemotherapy-
induced neutropenia is of concern because its duration and
severity are narrowly related to the development of infection.
Moreover, bacteraemia constitutes the most frequent cause of
infection-related mortality, which occurs in 20–40% of febrile
neutropenic patients [1]. To reduce the risk of infection, different
antibiotic-based prophylaxis regimens, such as co-trimoxazole,
cephalosporins or ﬂuoroquinolones, have been assayed [2,3].
Levoﬂoxacin-extended prophylaxis is nowwidely recommended
as an infection prevention strategy for high-risk patients (those
with prolonged neutropenia, >7 days and neutrophil counts
100/mm3 and/or substantial concurrent comorbidity) [4].
Levoﬂoxacin administration has been associated with reductions
of documented infections in febrile neutropenia episodes due to
Clin Microbiol Infect 2016; 22: 59.e1–59.e8
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either Gram-positive or Gram-negative bacteria [5,6] and with
higher survival rates [7,8]. Despite these advantages, extended
prophylaxis with ﬂoroquinolones has not become a standard of
care in these patients and its role remains uncertain. Intestinal
colonization by ﬂuoroquinolone-resistant organisms as well as a
global increase in ﬂuoroquinolone-resistance rates are some of
the main drawbacks reported [5,6].
In recent years, Enterococcus spp. bacteraemic episodes,
mainly due to Enterococcus faecium, have risen markedly in neu-
tropenic patients with haematological malignancies worldwide
[2,9,10]. This increase coincides with the emergence and spread
of a genetic subpopulation of a multidrug-resistant E. faecium in
hospitals, characterized by its resistance to antibiotics such as
ampicillin, quinolones and, occasionally, vancomycin and by har-
bouring putative virulence genes [11]. Most of these hospital-
adapted clones, formerly included in clonal complex 17 (CC17),
have been clustered by Bayesian analysis of population structure
(BAPS) into subgroups 2.1a and 3.3a and are considered high-risk
clones [12,13]. Despite the growing evidence of E. faecium in-
fections in these patients, few studies have focused on the colo-
nization dynamics of this organism. Consequently our main
objectives were to prospectively study and describe the coloni-
zation dynamics of ampicillin-resistant E. faecium (AREfm) as a
marker of hospital-adapted high-risk clones. Second, we aimed to
investigate the main variables inﬂuencing this colonization and to
describe AREfm bacteraemic episodes and their relation to pre-
vious AREfm intestinal colonization in a cohort of oncohaema-
tological patients receiving levoﬂoxacin prophylaxis.
Materials and methods
Study design, patients and deﬁnitions
A prospective observational study was conducted (July 2009 to
July 2012) at Ramón y Cajal University Hospital (Madrid, Spain).
During this period, all oncohaematological adult patients admitted
consecutively to hospital who were expected to develop a pro-
longed (>7 days) post-chemotherapy neutropenia were
recruited. Oral levoﬂoxacin extended prophylaxis (LEP) was
administered daily (500 mg/24 h) from admission and while
receiving cytostatic chemotherapy. Co-trimoxazole prophylaxis
(160/800 mg once a day) was added to LEP in patients receiving
haematopoietic stem cell transplantation as a pre-transplant
conditioning. LEP was withdrawn when patients developed
febrile neutropenia to administer broad-spectrum antibiotics. If
patients remained afebrile but neutropenic, LEP was maintained
until recovery from neutropenia. Demographic and clinical data
were extracted from clinical ﬁles.
From each patient faecal samples were collected: (i) one
sample before LEP (Basal), from admission or recovery from a
previous neutropenia until start of chemotherapy and LEP, (ii)
twice weekly during LEP, and (iii) twice weekly during the post-
prophylaxis period (Pos-LEP), from LEP withdrawal until re-
covery from neutropenia or discharge. In addition, blood cul-
tures were monitored and E. faecium-positive blood cultures
were also recovered and characterized. The study was approved
by the Clinical Research Ethical Committee (CEIC-106/09) and
all patients included signed an informed consent form.
The following deﬁnitions were used: a neutropenic episode
was deﬁned as the hospitalization period where a patient
underwent intensive chemotherapy and subsequently devel-
oped neutropenia. We referred to the ﬁrst neutropenic episode
as the ﬁrst episode registered after inclusion in the study
regardless of the disease stage or previous chemotherapy
cycles. Colonization was considered when AREfm was detected
in at least one stool sample; acquisition of colonization was
deﬁned as the time when AREfm colonization was ﬁrst
detected >48 h after hospital admission; and AREfm persistent
colonization was deﬁned as detection of AREfm in at least two
follow-up faecal samples.
Microbiology studies
For AREfm screening, 0.05 g of each sample was suspended in
1 mL of sterile saline solution and 0.1-mL aliquots were plated
onto m-Enterococcus agar (Difco; BD, Detroit, MI, USA) sup-
plemented with ampicillin (10 mg/L). Isolates recovered from
selective media were identiﬁed by mass spectrometry (matrix-
assisted laser desorption/ionization time of ﬂight mass spec-
trometry; Bruker-Daltonics, GmbH, Germany) and suscepti-
bility testing was performed by a commercial automated
microdilution method (MicroScan, Beckman, Sacramento, CA,
USA) following 2014 EUCAST criteria (http://www.eucast.org/).
EUCAST epidemiological cut-off values (ECOFF) were used for
levoﬂoxacin and erythromycin.
Clonal relatedness and genetic diversity
AREfm clonal relationship was established by pulsed-ﬁeld gel
electrophoresis (PFGE). Macrorestriction patterns were inter-
preted according to the criteria proposed by Tenover et al.
[14]. One representative strain of each PFGE pattern was
further studied by multilocus sequence typing (http://efaecium.
mlst.net/). Simpson’s index of diversity was used to quantify
AREfm clones diversity in each sub-period of the study. The
Simpson’s index of diversity takes into account the number of
different clones (PFGE-types) in relation to the total number of
isolates and it was calculated as previously described [15].
Virulence determinants and bacteriocin production
Virulence determinants; esp (enterococcal surface protein), hyl
(glycoside hydrolase) and acm (collagen adhesin) genes, were
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detected by PCR in a representative clone per patient [16,17].
Bacteriocin production was tested as previously described [18]
using E. faecium JH2-2 and E. faecalis 228 isolates as bacteriocin-
producer controls.
Quantitative TaqMan PCR
A randomized subgroup of AREfm-colonized (n = 9) and not
colonized (n = 11) patients, were selected to monitor the evo-
lution of E. faecium bacterial load and to compare it both with
Enterococcus spp. and with the global intestinal bacterial load.
AREFm colonization status was deﬁned as the isolation of AREfm
in at least one sample during the follow-up period regardless of
the basal colonization status. Three faecal samples corresponding
to the ﬁrst sample collected at Basal, LEP and Pos-LEP of the ﬁrst
neutropenic episode were selected per patient. Total DNA was
extracted from 0.5 g of faeces using a QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). The relative abundance of total
bacteria, Enterococcus spp. and E. faecium was determined by
amplifying target sequences in 16S rDNA, 23S rDNA and ddl
genes respectively [19–21]. RNAse P gene (TaqMan RNase P
Control Reagents; Thermo Fisher Scientiﬁc,Waltham,MA,USA)
was ampliﬁed and used as a normalizer of quantiﬁcation. Relative
quantiﬁcation was performed applying the Livak method
(2–ΔΔCt) and expressed as the ratio of the relative amount of the
target templates in LEP and Pos-LEP samples referred to the basal
sample. PCRwere performed in triplicate on an ABI Prism FAST-
7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems).
Statistical analysis
Data were analysed employing STATA™ software version 11.0
(StataCorp LP, College Station, TX, USA). Chi-squared or the
Fisher exact test was performed for qualitative variables to test
the association between demographic and clinical variables and
AREfm colonization. To compare mean values or ranks, the in-
dependent samples Student’s t-test or the Mann–Whitney U test
were used, respectively. Signiﬁcance level was established at 0.05
unless multiple tests on the same variables were performed, and
then we lowered the signiﬁcance level to 0.025 (Bonferroni
correction). McNemar test was used to compare colonization
rates between periods (Pre versus LEP and Pre versus Pos-LEP).
Results
Characteristics of patients
During the study period 113 patients were recruited and signed
the informed consent, whereas 50 did not consent. Of patients
enrolled, 30 lacked a basal faecal sample, 27 missed follow up
and four received a β-lactam antibiotic during LEP. In the end,
52 oncohaematological patients (mean age 47 ± 15.6; 30 male)
who presented 63 neutropenic episodes were included in the
study. Only 8 of 52 patients developed two or more neu-
tropenic episodes. More than half of the patients (55.7%, 29/52)
had been hospitalized in the previous month. Patients’ charac-
teristics and clinical features are shown in Table 1.
During the follow-up, 22 episodes of bacteraemia were
microbiologically documented in 7.7% of all patients, being
AREfm, the third more common cause of bacteraemia (n = 4,
18.2%). These episodes occurred in 12.5% of the AREfm-
colonized patients, although no statistically signiﬁcant associa-
tion was found (Fisher’s exact test, p 0.151). AREfm bacter-
aemic episodes occurred at the Pos-LEP stage after the
administration of remission– induction chemotherapy and
were, in all cases, due to the same clone found colonizing the
intestine of the patient. AREfm bacteraemic episodes occurred
after 29.5±12 days of the ﬁrst isolation of that clone in the gut.
AREfm colonization dynamics and risk factors for
colonization
AREfm colonization was detected in 61.4% (32/52) patients at
any time during the study. The AREfm colonization rate
increased gradually from 25% (13/52) at Basal to 36.6% (19/52)
at LEP and to 50% (26/52) during Pos-LEP (Pre-Pos-LEP,
McNemar, p 0.004) when analysing patient’s ﬁrst neutropenia
episode. It is noteworthy that 61.5% (8/13) of the patients with
AREfm detection at basal stage corresponded to those with
previous hospital admissions. These rates were much higher, if
subsequent neutropenic episodes were considered (Fig. 1a).
Persistence of AREfm colonization was a common feature in
colonized patients (78.1%, 25/32) and it is shown in Fig. 1(b).
TABLE 1. Clinical and demographic features of the patients
and neutropenic episodes studied
Feature Value
No. of patients 52
Mean age (SD) 47 (15.6)
Gender: male/female, n. 30/22
Haematological disease, n.
Acute myelogenous leukaemia 27





No. of patients receiving HCTb 31
No. of NEs 63
No. of ﬁrst NEs 52
No. of patients with 2 NEs 11
Mean no. of NEs per patient 1.2
Days studied per NE (median, range) 39 (8–96)
Days in neutropenia (median, range) 15 (9–26)
Days under LEP (median, range) 11 (9–15)
No of faeces samples processed 482
No of faeces samples per NE (median, range) 7 (5–9)
Blood cultures per admission (median, range) 7 (3–11)
Abbreviations: HCT, haematopoietic stem cell transplantation; LEP, levoﬂoxacin
extended prophylaxis; NE neutropenic episode.
aThis includes one patient each suffering from myeloﬁbrosis, biphenotypic acute
leukaemia and chronic myelogenous leukaemia.
bAll these patients received co-trimoxazole prophylaxis along with LEP.
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Exploratory analysis revealed the duration of neutropenia,
mucositis and chemotherapy phase as independent risk factors
for AREfm colonization during the ﬁrst neutropenic episode at
Pos-LEP (Table 2). Despite the lack of statistical signiﬁcance,
patients receiving co-trimoxazole prophylaxis together with
LEP showed lower AREfm colonization rates than those
receiving LEP alone (50% versus 78%).
AREfm clonal relationship and diversity
All AREfm isolates (n = 194) clustered into 24 PFGE patterns
and 13 sequence types (STs) (Table 3). Nearly half of these STs
(6/13), grouping 186 isolates (95.8%), were clustered into BAPS
subgroups 2.1a and 3.3a which are high-risk clones related to
hospital acquisition [12,13]. AREfm-ST117 (BAPS 2.1a), asso-
ciated with PFGE patterns B, E and N, was the most frequent
clone detected (35.6% of the patients). Additionally, all AREfm
bacteraemic episodes (n = 4) corresponded to ST117 (PFGE-
types B and N) and were the same as those found in the faecal
samples of these patients.
AREfm-ST17 (BAPS 3.3a) was identiﬁed in 21% of patients
and showed a high variability in PFGE patterns (D, G, H, O, Q,
T and U). The remaining clones were just sporadically identiﬁed
over the follow-up period (Table 3).
A change in colonization dynamics was observed during the
study period. During 2009 and 2010, the predominant clone
was AREfm-ST117 whereas from 2011 an ecological switch to
AREfm-ST17 was observed. Moreover, a clear reduction of the
clonal diversity was detected with Simpson’s index of diversity
values of 0.92 at Basal, 0.87 at LEP and 0.76 at Pos-LEP. This
observation was consistent with the persistence of some
FIG. 1. (a) Ampicillin-resistant Enterococcus faecium (AREfm) coloni-
zation rates per neutropenic episode (NEs) before prophylaxis
administration (Basal), during levoﬂoxacin extended prophylaxis (LEP)
and after LEP discontinuation; (b) acquisition and persistence rates of
AREfm during ﬁrst NEs in the different study sub-periods, *p <0.025.
TABLE 2. Statistical association of clinical and demographic variables to patient colonization (n [ 52) by ampicillin-resistant
Enterococcus faecium during LEP period and after it discontinuation (Pos-LEP)
Independent variable





p(n [ 19) (n [ 33) (n [ 26) (n = 26)
Gender (male), n (%) 12 (40) 18 (60) 0.366 16 (53.3) 14 (46.7) 0.623
Age (years), mean (SD) 50.1 (14.8) 46 (16) 0.36 47.3 (16.5) 47 (14.9) 0.912
Prior admissions, n (%) 13 (44.8) 16 (55.2) 0.154 NA
Duration of hospitalization (days), median (range) NA 52 (27-84) 34 (26-36) 0.056
Chemotherapy phase (induction), n (%) 6 (37.5) 10 (62.5) 0.194 10 (62.5) 6 (37.5) 0.024*
Citarabin chemotherapy, n (%) 7 (28) 18 (72) 0.219 12 (48) 13 (52) 0.781
Mucositis (yes), n (%) 11 (32.4) 23 (67.6) 0.389 13 (38.2) 21 (61.8) 0.02*
Co-trimoxazole prophylaxis, n (%) 8 (26.6) 22 (73.3) 0.084 NA
Duration of LEP (days), median (range) 14 (6–21) 11 (9–15) 0.248 11.5 (6–20) 11 (10–15) 0.883
Febrile neutropenia (yes), n (%) NA 21 (46.6) 24 (53.4) 0.315
Duration of neutropenia (days), median (range) NA 18.5 (9–26) 10 (8–17) 0.018*
Administration of broad spectrum antibiotics:
Meropenem, n (%) NA 17 (47.2) 19 (52.8) 0.548
Vancomycin, n (%) NA 12 (40) 18 (60) 0.092
Amikacin, n (%) NA 10 (58.8) 7 (41.2) 0.375
Piperacilin/tazobactam, n (%) NA 17 (54.8) 14 (45.2) 0.397
Abbreviations: LEP, levoﬂoxacin extended prophylaxis; NA, not apply; Pos-LEP, post-prophylaxis period.
*p <0.025 association statistically signiﬁcant (Bonferrroni correction).
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particular clones and the replacement of others. Acquisition,
persistence and clonal replacement along hospitalization for
each patient are shown in Fig. S1 (see Supplementary material).
Microbiological characteristics of AREfm clones
All clones were resistant to erythromycin and all but ST685,
ST539 and ST18, were also resistant to levoﬂoxacin. High-level
streptomycin resistance was observed in the majority of AREfm
clones, whereas high-level gentamicin resistance was only
detected in a small proportion of ST203, ST17 and ST117
isolates (Table 3). During the follow-up period, two ST117-N
colonization isolates showed resistance to linezolid after oral
administration of this antibiotic [22]. No resistance to vanco-
mycin, teicoplanin or daptomycin was detected in either colo-
nization or bacteraemic isolates (Table 3).
The esp gene was present in all ST203 and ST117 (BAPS
2.1a) screened isolates and fewer than half of ST17 (BAPS 3.3a).
Conversely, while the hyl gene was infrequent in the AREfm-
ST117 clones, it was present in most of the AREfm-ST17 iso-
lates (93.3%). The acm gene was homogeneously detected in
the majority of isolates. Bacteriocin production was exclusively
proved in a small proportion of AREfm clones corresponding
with ST17, ST117, ST203 and ST685 (Table 3).
Relative quantiﬁcation of enterococcal population in
faecal samples
Faecal samples of a subgroup of patients (n = 20, 11 AREfm non-
colonized patients) were further studied for changes in relative
amounts of the faecal microbiota by quantitative PCR. In these
patients, we observed a global decrease (1.07 logs SD ± 0.7 and
1.4 logs SD ± 0.8) of the total bacterial population in 85% of the
LEP and 80% of the Pos-LEP samples, respectively, compared
with the basal ones (Fig. 2).
In AREfm-colonized patients, this general decrease in total
intestinal bacteria was in contrast with the relative increase in
enterococci populations observed in 77.7% of LEP (mean 1.4 log;
SD ± 0.7), and in 100% of Pos-LEP samples (mean 1.75 log;
SD ± 0.7). Intestinal enterococcal enrichment was observed
concomitantly with E. faecium upsurge at LEP (eight of nine
samples; mean 1.7, SD ± 1.07) and at Pos-LEP (nine of nine
samples, mean 2.1, SD ± 1.07).
However, we detected a mean drop of 2.3 logs (SD ± 1.18)
in E. faecium DNA in 82% of AREfm-non-colonized patients
during LEP. In 63.6% of the Pos-LEP samples, E. faecium
remained lower than in the Basal samples. In patients p31 and
p42, although not apparently colonized by AREfm by culture-
dependent methods, E. faecium increased in Pos-LEP samples
(1.15 and 3.65, respectively).
Discussion
We report sequential AREfm acquisition and a high prevalence
and persistence of AREfm colonization in a cohort of 52 onco-
haematological neutropenic patients receiving levoﬂoxacin pro-
phylaxis with or without co-trimoxazole. Additionally, we show
that although only a low number of patients experienced AREfm
bacteraemia, 21% of ST117-colonized patients developed at least
one episode with this high-risk colonizing clone during hospital
admission.
In recent years a number of studies have emphasized the
increasing E. faecium colonization rates in hospitalized patients,
TABLE 3. Clonal diversity, genes associated with virulence, bacteriocin production and co-resistances of the faecal and bacteraemic
ampicillin-resistant Enterococcus faecium isolates
Sequence










clone (patients)b Resistance proﬁle (%)esp hyl acm
117 B,E,Nc 2.1a 19 23 115 (4 BI) 100 14.3 100 B (2,10,12,16,20,26) LVX, HLSR (98.3), HLGR (16.8), ERY
17 D,G,H,O,Q,T,U 3.3a 12 15 57 46.6 93.3 100 D (2), G (14), H (14), Q (26) LVX, HLSR, HLGR (21), ERY
203 K, M 2.1a 2 2 11 100 0 100 M (17), K (41) LVX, HLSR (80), HLGR (54.5), ERY
22 R 3.1 1 1 1 0 0 100 – LVX,HLSR
18 A,C,J 3.3a 1 3 3 33.3 66.6 100 – LVX (33.3), HLSR (66.6), HLGR (33.3), ERY
650 S 2.1b 1 1 3 0 0 100 – LVX, HLSR, ERY
685 F 1.2 1 2 2 0 0 0 F ERY
1 X 2.3b 1 1 1 0 0 100 – LVX, HLSR, ERY
29 V 3.2 1 1 1 0 0 100 – LVX, HLSR, ERY
264 I 2.3b 1 1 1 0 0 100 – LVX, HLSR, ERY
272 W 7.3 1 1 1 0 0 100 – LVX, HLSR, ERY
418 L 2.1b 1 1 1 0 100 100 – LVX, ERY
539 P 2.3b 1 1 1 0 0 100 – HLSR, ERY
Abbreviations: acm, adhesin of collagen of E. faecium; BI, bacteraemic isolates; ERY, erythromycin; esp, enterococcal surface protein; HLGR, high-level gentamicin resistance; HLSR,
high-level streptomycin resistance; hyl, glycosyl hydrolase; LVX, levoﬂoxacin; NEs, number of neutropenia episodes in which that clone was detected; PFGE, pulsed-ﬁeld gel
electrophoresis.
aBAPS, E. faecium subgroup based on Bayesian analysis of population structure proposed by Willems et al. (MBio 2012;3(4):e00151–12) and Tedim et al. (Appl Environ Microbiol
2015;81:1820–31).
bBacteriocin production refers to patients in which those clones produced bacteriocin against the reference E. faecium strain.
cTwo colonization isolates ST117-N were resistant to linezolid.
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mainly in those with oncohaematological disorders, in whom
notable colonization rates (34.6–40%) have been reported
[11,23]. In line with these observations, we found remarkable
colonization rates in up to two-thirds of the patients. During the
ﬁrst neutropenic episode a noteworthy number of patients were
colonized at admission (Basal) which could be explained by a
previous hospital admission, proved in 61.5% of them. Once pa-
tients started intensive chemotherapy and LEP, and afterwards
broad-spectrum antibiotics, antibiotic selective pressure in the gut
might have contributed to AREfm selection and overgrowth in the
intestine leading to the observed increase in AREfm colonization
rates detected at LEP and Pos-LEP. Nevertheless, the duration of
LEP and the administration of a particular antibiotic regimen for
febrile neutropenia could not be signiﬁcantly associated with
AREfm colonization in our study, even though others have re-
ported the antibiotic selective pressure for E. faecium gut coloni-
zation preceding infection to be relevant. The lack of a control
group, without LEP exposure, and the relatively low number of
patients, might have biased the establishment of differences in
colonization and infection rates due to LEP. This is further sup-
ported by Top et al. in 2007, who found statistically signiﬁcant
association between ﬂuoroquinolone administration and AREfm
colonization [23]. In contrast, chemotherapy treatment phase
(induction to remission, intensiﬁcation, re-induction or haemato-
poietic stem cell transplantation), mucositis and duration of neu-
tropenia were signiﬁcantly associated with AREfm colonization at
Pos-LEP. This suggests that differences in chemotherapy compo-
sition or clinical practice guidelines may be critical in AREfm
acquisition and intestinal persistence. Nevertheless, there are two
main limitations in this approach, ﬁrst, the low number of patients
in each categorydid not permit controlof thepossible confounding
variables and second, we did not take into account the effect that
differences in time-varying variables could have had on coloniza-
tion rates.
To delve deeper into the colonization process, we selected a
subgroup of oncohaematological patients and observed a notable
FIG. 2. Evolution of relative abundance of Enterococcus faecium, Enterococcus spp. and total bacteria in faecal samples of ampicillin-resistant E. faecium
(AREfm)-colonized and non-colonized patients at Levoﬂoxacin extended prophylaxis (LEP) and post prophylaxis (Pos-LEP) studied by quantitiative
PCR. Abbreviations: P, patient; Mdn, median value; AML, acute myelogenous leukaemia; ALL, acute lymphoblastic leukaemia; Myelof, myeloﬁbrosis.
Numbers reﬂect the log increase or decrease with respect to the basal sample. In both AREfm-colonized and non-colonized patients, total bacteria
tend to diminish in LEP and Pos-LEP samples. In AREfm-colonized patients, enrichment in enterococci population, mainly due to E. faecium is observed
whereas on the contrary decreases on enterococcal load are frequently found among non-colonized patients.
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reduction in microbial abundance subsequent to chemotherapy
administration. This ﬁnding contrasts with the enrichment in
enterococci populations, which may be due to E. faecium,
detected only in AREfm-colonized patients. Accordingly Vliet
et al. reported bacterial counts 100-fold lower in faeces from
paediatric patients with acute myeloid leukaemia than in those
from healthy volunteers. This drop, explained partially by a
bacteriostatic effect of chemotherapeutics, was compensated by
a 100-fold increase in potentially pathogenic enterococci [24].
Enterococci intestinal overgrowth in hospitalized patients has
been previously documented [25,26] and it seems to be crucial
for translocation and development of bacteraemia [27]. In 2012,
Taur et al. showed that enterococcal domination frequently
occurred in the gut of patients receiving haematopoietic stem cell
transplantation and increased nine-fold the risk of vancomycin-
resistant Enterococcus bacteraemia [28]. Indeed, as happened
with faecal colonization, an increment in E. faecium invasive in-
fections associated with both vancomycin-resistant and -sus-
ceptible strains, has been detected worldwide in neutropenic
patients [10,23] In our study AREfm caused 20% of all bacter-
aemic episodes, being the third most common cause after
coagulase-negative staphylococci (36.4%) and Escherichia coli
(27.2%) (data not shown). Furthermore, all AREfm bacteraemia
episodes were associated with the same colonizing clone,
AREfm-ST117, and they occurred while the patients were neu-
tropenic at Pos-LEP stage. Although we detected 13 different
E. faecium STs, this clone showed the highest prevalence and
persistence and it was predominant during 2009 and 2010. In a
previous study of our group, this clone was frequently found
colonizing and causing bacteraemia in other hospitalized patients
and consequently should be considered as an epidemic high-risk
clone in our institution [13]. Some traits of these high-risk clones,
including high-level streptomycin resistance and levoﬂoxacin
resistance, presence of acm or esp genes or bacteriocin pro-
duction might contribute to its persistence both in the intestine
and in hospital environments, facilitating its adhesion to the in-
testine and impeding re-establishment of the normal human
microbiota after chemotherapy. These characteristics may
enhance the colonization ability of these clones, shifting other gut
bacterial populations. This is further supported by the decrease in
diversity of E. faecium clones that might, to some extent, reﬂect
the decrease in all gut microbiota diversity that have been
observed in other studies [28,29]. Nowadays, unlike some other
European countries, vancomycin resistance in Enterococcus
species in Spain remains low (EARS-net, http://www.ecdc.
europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial_resistance/database/Pa
ges/database.aspx). However, dominance of AREfm clones might
precede vancomycin resistance [30].
To date, few studies have prospectively demonstrated
acquisition and persistent colonization of AREfm high-risk
clones in oncohaematological neutropenic patients and its
relation with the development of bacteraemia. We provide
evidence that particular multidrug-resistant high-risk clones of
AREfm could emerge as an important opportunistic pathogen in
the intestine of these patients, increasing the probability of
translocation and the subsequent development of bacteraemia.
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Emergence and Long-Lasting Persistence
of Linezolid-Resistant Enterococcus faecium-ST117
in an Oncohematologic Patient
After a Nine-Day Course of Linezolid
Ana Marı´a Sa´nchez-Dı´az,1 Claudio Cuartero,1 Sara Lozano,2 Juan Diego Rodrı´guez,2 Juan Manuel Alonso,2
Inmaculada Quiles-Melero,3 Javier Lo´pez,2 Rafael Canto´n,1,4 and Patricia Ruiz-Garbajosa1
We report the emergence and long-lasting persistence of linezolid resistance in an ampicillin-resistant
Enterococcus faecium strain in the intestine of a neutropenic oncohematologic patient receiving chemotherapy.
The patient was first colonized by an epidemic ampicillin-resistant E. faecium (ARE)-ST117 clustering into lineage
78. This clone exhibited resistance to levofloxacin, erythromycin and high-level resistance to streptomycin and
gentamicin. After receiving treatment with several broad spectrum antibiotics for febrile neutropenia, a 9-day
course of oral linezolid was administered once the patient developed bacteraemia by the same ARE colonizing
clone. Linezolid-resistant ARE was detected 17 days later in the follow-up fecal samples and persisted 41 days
after suppression of linezolid therapy. Resistance to linezolid was associated with G2576T transversion in the
23S rRNA and the presence of cfr gene was not detected. The persistence of G2576T-ARE strains, especially in
oncohematologic patients with injured intestinal membranes, could increase the risk of bacteraemia.
Introduction
There has been a marked increase in recent yearsof nosocomial infections due to Enterococcus faecium1
chiefly by the success of a polyclonal subpopulation be-
longing to the previously designated clonal complex 17
(CC17).27 A number of studies have demonstrated that these
E. faecium hospital-associated strains (HA) differ from com-
munity commensal strains.10,30 Recently, Bayesian-based
population genetic modelling permitted the classification
of CC17 into two different BAPS subgroups, BAPS 2-1 and
BAPS 3-3, belonging to different evolutionary clusters
and not sharing a recent common ancestor, as previously
thought.30 HA-AREfm belonging to lineages 17, 18 and 78
are mainly characterized by ampicillin, ciprofloxacin and
eventually vancomycin resistance and are also enriched with
putative virulence genes.27,30 Enterococcal surface protein
(Esp) and other genetic determinants, such as hyaluronidase
(Hyl), are thought to play a role in the adaptation to the
hospital environment and seemed to enhance intestinal col-
onization and persistence in the gut.17,19,27 It has been found
that these hospital-adapted AREfm strains colonize a high
proportion of oncohematologic patients receiving broad
spectrum antibiotics and consequently, increasing numbers
of AREfm bacteraemia have been observed in patients suf-
fering from malignant disorders.4,29
Linezolid resistance in enterococci has been increasingly
noted since the first descriptions in the year 2006.18 The most
widely documented mechanism conferring resistance to
linezolid in Enterococcus spp. is transversion G2576T in the
domain V of 23S rRNA gene (Escherichia coli numbering).
However, the expression of cfr gene (chloramphenicol-
florfenicol resistance) encoding an rRNA methyltransferase,
a well established mechanism in staphylococci, may be re-
sponsible for a number of cases in enterococci.6,13,20,26
In this work we report the intestinal colonization by an
AREfm-ST117 belonging to lineage 78 and the later emer-
gence and continuing persistence of linezolid-resistant
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Enterococcus faecium and Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus (S. gallolyticus)
were classically clustered into the Lancefield Group D streptococci and despite their taxo-
nomic reclassification still share a similar genetic content and environment. Both species
are considered as opportunistic pathogens. E. faecium is often associated with nosocomial
bacteraemia, and S. gallolyticus is sporadically found in endocarditis of colorectal cancer
patients. In both cases, the source of infection is commonly endogenous with a transloca-
tion process that launches through the intestinal barrier. To get new insights into the patho-
logical processes preceding infection development of both organisms, we used an in vitro
model with Caco-2 cells to study and compare the adhesion, invasion and translocation
inherent abilities of 6 E. faecium and 4 S. gallolyticus well-characterized isolates. Addition-
ally, biofilm formation on polystyrene, collagen I and IV was also explored. Overall results
showed that E. faecium translocated more efficiently than S. gallolyticus, inducing a destabi-
lization of the intestinal monolayer. Isolates Efm106, Efm121 and Efm113 (p < .001 com-
pared to Ef222) exhibited the higher translocation ability and were able to adhere 2–3 times
higher than S. gallolyticus isolates. Both species preferred the collagen IV coated surfaces
to form biofilm but the S. gallolyticus structures were more compact (p = .01). These results
may support a relationship between biofilm formation and vegetation establishment in S.
gallolyticus endocarditis, whereas the high translocation ability of E. faecium high-risk
clones might partially explain the increasing number of bacteraemia.
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Introduction
Enterococcus faecium and Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus (S. gallolyticus) are
Gram-positive inhabitants of the human and animal gastrointestinal tracts. At the beginning
of the past century, they were clustered together into the Lancefield Group D streptococci
based on the presence of a glycerol teichoic acid on their membranes. In 1984, DNA-DNA
hybridization studies and 16S rDNA nucleotide sequencing supported the excision of these
bacteria into the newly established genus Enterococcus, grouping the ancient Streptococcus fae-
calis and Streptococcus faecium species, and the Streptococcus bovis group [1]. Over the last
decade, the S. bovis group has been reclassified into different species and subspecies, of which
the most clinically relevant species in humans is S. gallolyticus [2]. Despite these taxonomic
changes, E. faecium and S. gallolyticus species still share metabolic routes, ecological environ-
ments and have a similar genetic content [3]. Moreover, they may act both as opportunistic
pathogens, mainly in immunocompromised patients, but in different clinical contexts: E. fae-
cium is often associated with nosocomial invasive infections mainly in oncohaematological,
organ transplant, dialysed and intensive care-admitted patients [4,5], whereas S. gallolyticus
bacteraemia and or endocarditis has been strongly associated with the existence of colorectal
cancer[6].
In recent years, E. faecium has emerged as a relevant nosocomial pathogen and is one of the
most common causes of bacteraemia in European hospitals [7,8]. This increase in prevalence is
related with the worldwide spread of a successful multidrug resistant hospital-adapted lineage,
formerly Clonal Complex 17 (CC17) clustered by Bayesian analysis of population structure
(BAPS) into subgroups BAPS 2.1a and BAPS 3.3a [9]. These high-risk clones are frequently
enriched in putative virulence determinants such as enterococcal surface protein (espEfm), hyal-
uronidase-like protein (hylEfm) or collagen adhesin (acmEfm) among others [10]. On the con-
trary, S. gallolyticus is frequently associated with rural areas and livestock [11,12] and its
virulence is related to its adherence ability (Pil1 pilus) and biofilm formation [13,14].
E. faecium and S. gallolyticus bacteraemia and endocarditis usually represent the final conse-
quence of an endogenous process starting with gut translocation. This process may be favoured
by some pathological conditions such as pancreatitis, trauma, surgery or cytotoxic drugs that
lead to the increase of the gut barrier permeability [15]. In colorectal cancer and oncohaemato-
logical patients, the intestinal epithelium integrity is compromised and thus, permeability alter-
ations and damage to the mucus layer are frequently observed [13,16]. In the present study, we
used an in vitro cell culture model with Caco-2 cells to examine the differences in translocation
ability through an intact epithelium of clinical and commensal strains of S. gallolyticus and E.
faecium from different origins. Additionally, the adhesion and invasion properties and their
ability to form biofilms on different surfaces were also determined.
Material and Methods
Bacterial strains
We used a collection of 6 E. faecium and 4 S. gallolyticus well-characterized strains causing bac-
teraemia/endocarditis and gut colonization (CEIC-106/09) (Table 1).
The Enterococcus faecalis ATCC 29212 (www.atc.org) and the Lactobacillus reuteri (Span-
ish Type Culture Collection, CECT 925 T) reference strains were used as controls. All strains
were grown on Columbia blood agar (Becton, Dickinson, MI, USA) for 24–48 h at 37°C except
for L. reuteri which was cultured under anaerobic conditions on Man-Rogosa-Sharpe agar
(MRS, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK) supplemented with L-cysteine (0.5 g/L) for 48 h
at 37°C.
S. gallolyticus and E. faeciumGut Translocation
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Intestinal epithelial cell line
We used the human colorectal adenocarcinoma epithelial cell line Caco-2 (European Collec-
tion of Cell Cultures) that spontaneously initiates differentiation under normal culture condi-
tions once cells reach confluence [17]. Caco-2 cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s minimal essential medium (DMEM high glucose, Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) supplemented with 10% foetal Calf Serum (FCS, Thermo Fisher Scientific)
and penicillin G-streptomycin-L-Glut (Gibco, Thermo Fisher Scientific) at 37°C with 5% CO2.
Translocation assay
Caco-2 cells, seeded at a density of 5x104 cells/well, were cultured onto Transwell1 polycar-
bonate membrane sterile inserts (6.5 mm diameter, 8 μm pore size, Corning, Life Science,
New York, USA) until an intact confluent and differentiated monolayer was formed (10–15
days). The monolayer integrity was monitored by measuring the transepithelial electrical
resistance (TER) (Millicell ERS-2 Voltohmmeter, Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
that reflected the tight junctions’ strength. Assays were only performed when TER values
were stable and indicative of monolayer differentiation (500–650 O/cm2, 12–15 days). In
additional experiments inmmunofluorescence confocal microscopy was used as a control of
Caco-2 cells confluence and differentiation degree on day 15 when TER values reached 500–
650 O/cm2 (S1 Fig).
Monolayers were then washed with PBS and pre-incubated with serum and antibiotic-free
DMEM for 2 h and then bacterial inoculum was apically introduced at a MOI of 20. To deter-
mine the translocation ability, aliquots from the basolateral compartment were taken at six
time points throughout 8 h and were plated onto Columbia blood agar (Difco; Becton Dick-
inson) or MRS for L. reuteri (MRS, Oxoid). Plates were incubated 48 h at 37°C and viable
bacteria were counted and the number of colony forming units (CFU/ml) was determined.
TER was monitored during the performance of each experiment before every sampling point
and data were expressed as percentages of pre-infection TER and post-infection TER mea-
surements. The strain translocation ability was classified as low (1–2 logs), medium (2–4
logs) or high (>4 logs) based on the final number of the translocated bacteria (CFU/ml at
t = 8 h).
Cell adherence and invasion assay
Bacterial adherence and invasion over the intestinal epithelium was assessed in vitro as previ-
ously described [18]. Briefly, Caco-2 cells (passages 3–15), seeded at a density of 1x105 cells/
well and were cultured on 24 well-plates (Corning, Life Science) for 10–14 days. After PBS
(Gibco, Life Technologies) washing and serum and antibiotic-free DMEM replacement, cells
were infected at a MOI of 20. After 2 h of incubation at 37°C and 5% of CO2, monolayers were
washed 3 times with pre-warmed PBS to remove non-adherent bacteria and then lysed in 0.1%
v/v triton-x100/PBS (Sigma-Aldrich, USA). For the epithelial cell invasion assay, after bacterial
incubation and subsequent washing with PBS, extracellular adherent bacteria were killed after
1 h of incubation with 200 μg/ml streptomycin and 50 μg/ml ampicillin for S. gallolyticus and
10 μg/ml vancomycin and 100 μl/ml lysozyme for E. faecium.
Thereafter monolayers were washed thrice with PBS and lysed with 1% Triton-X-100/PBS
for 15 min. Antibiotic killing efficacy in DMEM was tested previously for all strains employing
107 CFU/ml inoculum (data not shown). The adherent/invasive bacteria were determined after
counting CFUs of 10-fold serial dilutions plated on Columbia blood agar. Adherence and inva-
sion were expressed as a percentage of the inoculum.
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Biofilm formation
The ability of each isolate to form biofilm was evaluated as previously described [19] with
minor modifications. Briefly, bacterial isolates were cultured overnight at 37°C in Brain Heart
Infusion broth (BHI) (Becton, Dickinson) and diluted in BHI to 107 CFU/ml. Polystyrene
96-well microplates, uncoated and coated with collagen type I (rat tail, Corning BioCoat,
Thermo Fisher Scientific), or type IV (mouse, Corning BioCoat, Thermo Fisher Scientific),
were inoculated with 100 μl of these bacterial suspensions. After 18 h of dynamic incubation
(30 r.p.m.) at 37°C, the plates were washed 3 times with PBS and dried 1 h at room tempera-
ture. Biofilms were stained with 1% crystal violet (Panreac, Barcelona, Spain) for 15 minutes
then washed and air-dried. The biofilm-associated dye was solubilized in 100 μl of ethanol-ace-
tone (75:15 v/v) and absorbance at 600 nm (OD600), representative of the amount of biofilm
formed, was determined using an automatic spectrophotometer. The wells exposed only to
medium without bacteria were used as negative controls. Strains were classified as follows:
non-biofilm formers, OD600<0.120; weak formers, OD600 0.240; and strong formers,
OD600>0.240 [19]. All the above described experiments were performed in triplicate in at least
three independent experiments.
Statistical analysis
Translocation experiments were analysed using multilevel mixed linear regression models.
Random effects were estimated for the variables the day of the experiment (n = 3) and replica-
tion (n = 15 for every isolate), which were considered clustering levels. Average translocation,
expressed as CFU/ml, was transformed logarithmically to achieve a normal distribution. This
log-transformed variable was then fitted using isolate, time and percentage of TER over basal
TER as fixed effects of this model. For all analyses we considered 5% as the statistical signifi-
cance level and results were referred to isolate Efm222. Biofilm formation (means OD600) and
adhesion/invasion data were compared using the Mann-Whitney U-test. These statistical anal-
yses were performed with STATA™ software version 11.0 (StataCorp LP, Texas, USA).
Results
E. faecium strains translocate more efficiently
All E. faecium strains, except the Efm222 isolate recovered from gut colonization, were able to
cross through Caco-2 cells more efficiently than the S. gallolyticus strains (Fig 1). Indeed, the
translocation ability of the four S. gallolyticus isolates was considered low (Sg74) or medium
(Sg1, Sg6 and Sg78) whereas E. faecium isolates were classified as medium (Efm222) or high
(Efm197, Efm217, Efm113, Efm121, Efm106). The L. reuteri strain was unable to translocate in
any of the experiments.
The TER estimations for the Caco-2 monolayer integrity and cell differentiation were con-
firmed by immunofluorescence of ZO-1, E-cadherin, polymerized actin (phalloidin) and paxil-
lin (S1 Fig). TER monitoring consistently revealed two well-differentiated behaviour patterns
after the bacterial inoculum exposition: whereas S. gallolyticus or L. reuteri provoked an
increase of the TER values, a clear decrease was exhibited by all E. faecium isolates (Fig 1).
The statistical multilevel regression model only fitted E. faecium strains behaviour, as several
values equal to 0 obtained for S. gallolyticus strains deviated the model from normality. Differ-
ences in the speed of translocation (CFUs/h) of E. faecium isolates were not found statistically
significant, and translocation increased 0.79 logs on average per hour (95% CI: 0.59–0.99) for
all E. faecium isolates (Table 1). For all isolates and at any time, an increase of 1% in the TER
value correlated with a decrease in translocation of 0.04 logarithms (p = .021) (Table 1).
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Enterococcus is more adhesive whereas S. gallolyticus 78 is highly
invasive
Overall, E. faecium strains exhibited better adhesion ability to Caco-2 (cells mean value 1.7%)
than the S. gallolyticus ones (mean value 0.4%), although these differences were not statistically
significant (Fig 2). In particular, strains Efm106, Efm113, Efm121 and Efm197, isolated from
oncohaematological patients and harbouring the esp and acm genes, adhered two to six times
more than S. gallolyticus strains. Invasion ability was not a common trait of the selected iso-
lates. Indeed, invasion was in all cases less than 0.1% of the total inoculum, except for the Sg78
isolate. Despite its low adhesiveness, Sg78 displayed the highest invasion ability (0.28%), fol-
lowed by Efm217 (0.9%) and Sg6 (0.45%). The remaining isolates showed similar invasion val-
ues (0.01% mean value, range 0.01–0.02%) (Fig 2).
Collagen IV is an optimal surface for biofilm formation
Biofilm production was heterogeneous and differed between species and surfaces (Fig 3). On
the three surfaces tested, S. gallolyticus isolates formed biofilms more efficiently (weak or
strong) than the enterococcal ones, independently of their origin. In fact, S. gallolyticus strains
were able to strongly produce biofilm on collagen I (A600 0.23–1.16) and collagen IV (A600
0.89–2.12)-coated surfaces. Globally, the density of the biofilm produced by S. gallolyticus was,
in all cases, significantly higher than that produced by the enterococcal species (Fig 3). On the
contrary, the six E. faecium strains exhibited a similar pattern of biofilm production, absent on
Fig 1. E. faecium (A) and S. gallolyticus (B) TER response. TER values were monitored before and after infection throughout an 8 h period and
results were expressed as percentages of mean TER (±SD) at each time point in relation to basal value (before infection). E. faecium (C) and S.
gallolyticus (D) translocation across an epithelial monolayer. Bacterial translocation was expressed as mean (± SD) colony forming units (CFU/ml).
Translocation results for E. faecium strains were compared to Efm222, *p< .05. These figures summarize the results of three independent experiments
comprising 3–6 replicates of each isolate.
doi:10.1371/journal.pone.0159159.g001
S. gallolyticus and E. faeciumGut Translocation



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































S. gallolyticus and E. faeciumGut Translocation
PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0159159 July 27, 2016 6 / 13
polystyrene (0/6); non-formers (3/6) or weak (2/6) on collagen I and weak (5/6) or strong
formers (1/6) on collagen IV-coated surfaces, respectively. The control strain E. faecalis ATCC
29212 was able to form slightly more biofilm on all surfaces than E. faecium.
The two S. gallolyticus isolates from bacteraemia (Sg1 and Sg6) formed biofilm on collagen
coated surfaces more efficiently than any other strain, although the low number of isolates pre-
vented the association of the source of isolation.
Discussion
Enterococcal and streptococcal invasive infections are complex and multifactorial processes in
which both the host immune system and the bacterial virulence interplay. Most of these infec-
tions have an endogenous origin in the intestine lumen, from which bacteria cross the gut bar-
rier by a translocation process. This phenomenon, naturally occurring in healthy individuals at
a variable proportion (5–10%), may be further increased under pathological conditions such as
ischemic injury, dismotility leading to bacterial overgrowth and states of systemic immunosup-
pression [15]. Under normal conditions, bacteria crossing the intestinal epithelium are
destroyed by phagocytes before reaching the blood circulation, thus preventing the bacteraemic
process. Despite the high number of studies dedicated to characterize the gut translocation in
Gram-negative bacteria, particularly in Escherichia coli, data about Gram-positive bacteria
remains scarce. A recent study demonstrated that vancomycin-resistant enterococci are able to
translocate at the same level as extended-spectrum beta-lactamase-producing E. coli (ESBL-E.
coli) [20]. Both, E. faecium and S. gallolyticus represent two of the major Gram-positive species
with putative gut translocation ability [15,21]; however, the clinical impact differs: Enterococcus
causes bacteraemia more often, particularly in oncohaematological patients, whereas Strepto-
coccus is more commonly involved in infectious endocarditis, almost always in association
with colorectal cancer. Based on these observations, we decided to investigate the possible dif-
ferences between both species concerning their innate ability to translocate since this process
Fig 2. Bacterial adherence and invasion of epithelial Caco-2 cells. Adherence was analysed after 2 h of
exposure while the viable internalized bacteria were counted after cell lysis. Results were presented as a
percentage of the bacterial inocula and differences between the enterococcal and the streptococcal groups
were compared using MannWhitney U-test.
doi:10.1371/journal.pone.0159159.g002
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Fig 3. Production of biofilm on polystyrene, collagen I and collagen IV coated surfaces. Isolates were classified as non-biofilm
producers (OD600<0.120), weak producers (0.120<OD6000.240) and strong producers (OD600>0.240). Results are expressed as
mean values (± SD). Biofilm production among the enterococcal and the streptococcal groups was compared using MannWhitney
U-test.
doi:10.1371/journal.pone.0159159.g003
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could be mainly related to the opportunity to cross a non-preserve barrier, as occurs with S. gal-
lolyticus during the colorectal cancer [21].
Our results demonstrated that E. faecium isolates have higher inherent translocation ability
than S. gallolyticus, independently of the origin of the isolates. We also report that the E. fae-
cium high-risk clones BAPS 2.1a and BAPS 3.3a from oncohaematological patients (blood or
faeces) significantly translocated more than the reference colonization Efm 222 isolate, point-
ing to particularities of each isolate. This high ability to translocate, along with the fact that
chemotherapy deeply disrupts the mucous membranes structure [22], could partially explain
why E. faecium bacteraemia in oncohaematological patients is exponentially increasing [7,23]
In this group of patients, the administration of antibiotics, such as quinolones or third genera-
tion cephalosporins, also leads to a reduction in gut microbiota diversity that contributes to the
E. faecium overgrowth [24]. Several studies highlight the enterococcal dominance [25,26] and
others have documented that this overgrowth precedes and may even increase up to 9-fold the
risk of vancomycin-resistant E. faecium blood stream infection [24,27].
In our model, E. faecium induced a decrease in TER values below that of the control cells
(not exposed to bacteria) suggesting a destabilization of the epithelium. The monitoring of the
TER values has been proved to be an accurate quantitative technique to measure the integrity
of tight junction dynamics in cell culture models of endothelial and epithelial monolayers.
Thus, changes in the TER values have been related to the integrity/functionality of the paracel-
lular occluding barrier [28]. Our results confirm that increases in the TER value correlated
with a decrease in the E. faecium translocation rate, pointing to a paracellular route as the main
translocation path. However, further determinations to quantify the expression and the locali-
zation of the main tight junction’s components, ZO-1 and occluding, during and after bacterial
exposure are required.
On the contrary, the Caco-2 monolayer cells reacted to the Lactobacillus and S. gallolyticus
insults increasing the TER values. Similar findings have also been reported previously and
seem to be related to a probiotic-like effect [29,30].
S. gallolyticus is a commensal inhabitant of the human and animal gastrointestinal tracts.
However, in healthy humans the faecal carriage rate is much lower than that found in rumi-
nants, ranging from 5–10% in adults, and is even higher in neonates [31]. Differences in gut
colonization rates might be influenced by variances in adhesion abilities of the colonizing
strains and by the epithelium adhesion proteins expression since the effect of bacterial inocu-
lum on the adhesiveness/invasiveness has been ruled out by others [32].
In our work, all S. gallolyticus isolates, except the vancomycin-resistant Sg78 strain, exhib-
ited low adhesiveness and had non-invasive ability. Results comparable to ours
(invasion<0.02%) were previously reported by Boleij and colleagues when human colorectal
adenocarcinoma (Caco-2 and T-29) cell lines were used for the experiments [13]. However,
when assays were conducted on endothelial cell lines (primary, HUVEC, or highly differenti-
ated, EA.hy926) higher invasion rates (0.1–10% of adherent cells) were found [32]. This fact
could suggest that bacterial invasiveness may also vary with cell substrates.
The S. gallolyticus 78, the most invasive isolate, was included due to its unusual resistance to
vancomycin [11]. However, the influence of this trait could not be assessed, as we had not com-
pared it with a vancomycin susceptible isogenic strain.
Recent studies have revealed the importance of the cellular adhesion of E. faecium and S.
gallolyticus by different microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
(MSCRAMMs) [33,34]. These components represent a particular class of proteins expressed
on the surface of these species that mediate bacterial binding to host serum and extracellular
matrix proteins leading to firm attachment. Variations in the expression of these components
might also modulate the translocation process and be responsible for the differences detected
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in each strain. In Enterococcus spp., one of the best characterized is the enterococcal surface
protein gene, esp, located on a pathogenicity island in both E. faecalis and E. faecium. In E. fae-
cium the presence of esp has been related with initial adherence to polystyrene and biofilm for-
mation in urinary experimental infection models [35]. Moreover, esp is an important marker
in epidemic strains, as is the case of four of our isolates, since its presence seems to be limited
to hospital-acquired E. faecium clones. In our experience, the esp+ isolates were the most adhe-
sive while displaying a very limited invasive capacity.
Aside from the recently described pathogenicity islands and pil1 locus [36], detailed studies
on the S. gallolyticus virulence factors remain scarce. This locus, encoding 2 LPXTG proteins
(Gallo2178 and Gallo2179) and 1 sortase C (Gallo2177), was shown to be essential for adhesion
to collagen I and contributed to colonization and establishment of infective endocarditis in rat
models [14]. In our model, the fact that three out of four S. gallolyticus strains presented the
pil1 gene was not associated with an enhanced adhesiveness, and it was Sg78, the isolate lacking
this operon, the most adherent and invasive isolate.
This lack of correspondence might be explained by the fact that the presence of virulent
determinants is not always linked with their expression in vivo, and the possibility of down-reg-
ulation or merely the lack of expression should be taken into account for future studies.
The main limitation of our study is that we tested a low number of strains which impeded
us to compare translocation, adhesion and invasion abilities of the strains considering the
source and the intra-species particularities. However, the complex methodology of the experi-
ments determined the number of strains, and we focused on the origin of the strains: commen-
sal and bacteramic/endocarditis isolates.
Biofilm formation is a well- recognized virulence and antibiotic resistance factor and its
expression has been related to colonization of a variety of medical devices (catheters, prosthetic
heart valves or orthopaedic appliances) and is associated with several human diseases, such as
native valve endocarditis or burn wound infections among others [37]. The high ability of S. gallo-
lyticus to produce biofilm on collagen-rich surfaces was previously described, particularly on col-
lagen I and IV [13]. These molecules are not usually accessible but in damaged heart valves or in
polyps and early colorectal tumors they can be exposed. The high ability of S. gallolyticus strains
to form biofilm on these surfaces may partially explain their relation with this clinical illness.
In previous studies, E. faecium was found to produce biofilm in a lesser extent than E. faeca-
lis although its production was more frequently associated with clinical isolates carrying esp
gene, rather than environmental or from healthy individuals [19,38]. In our work, we report
similar observations but correlation with esp presence was not found. Differences in the biofilm
production could be also related to the absence of a supplemented carbohydrate in the growing
medium [19,39].
In our tertiary hospital (800 beds), during the period 2005–2014 we found that E. faecium
caused two fold more cases of bacteraemia than of endocarditis (0.02 vs0.01%), whereas the oppo-
site situation was observed for S. gallolyticus, which caused eight times more endocarditis than
bacteraemia (0.04 vs 0.005%) (unpublished data). The main results of our work might explain
these inter-species clinical differences: S. gallolyticus forms more biofilm favouring the endocardi-
tis vegetation establishment, whereas E. faecium is more invasive which supports the bacteraemia
occurrence. In summary and despite the high genetic and biochemical similarities of both species,
the results obtained in this work highlight their gut translocation abilities differences.
Supporting Information
S1 Fig. Assessment of Caco-2 monolayer integrity by immunofluorescence staining of ZO-
1, E-cadherin, Paxillin and Phalloidin and confocal microscopy. A) Immunofluorescence of
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E-cadherin (red) and ZO-1 (green) observed by confocal microscopy. The orthogonal projec-
tion indicates that E-cadherin is uniformly distributed in the cell membrane and that ZO-1 is
punctually located above the E-cadherin staining. On the right, the contrast phase image shows
the monolayer confluence. B) Immunofluorescence of Paxillin (green) and polymerized actin
staining (phalloidin) at cell middle (upper image) and basal level (lower image). The upper
orthogonal projection image shows the actin ring and the microvilli whereas the actin stress
fibres are displayed in the lower image. Paxillin staining co-localized with actin at the cell basal
level, indicating the assembly of FAC (Focal Adhesion Complexes).
(DOCX)
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Abstract
A fingertip-to-fingertip intraindividual transmission experiment was carried out
in 30 healthy volunteers, using four MLST-typed Enterococcus faecium clones.
Overall results showed an adequate fit goodness to a theoretical exponential
model, whereas four volunteers (13%) exhibited a significantly higher finger-
to-finger bacterial transmission efficiency. This observation might have deep
consequences in nosocomial epidemiology.
Introduction
Few works in Medicine have had the interventional
impact of the book “Etiology, Concept and Prophylaxis
of Childbed Fever” by Ignaz Philipp Semmelweis,
published in 1847. More than 165 years later, hand
hygiene remains a general measure that significantly
contributes to the prevention and control of communi-
cable diseases; in healthcare settings, improved hand
hygiene practices reduce cross-transmission of multi-
drug-resistant microorganisms, prevent healthcare-associ-
ated infections, and save costs (Stewardson et al. 2011;
Monnet and Sprenger 2012). Surprisingly, during these
165 years, very little has been done to investigate
the biological basis underlying the process of bacterial
transmission by hands, and particularly from the side
of possible variations among individual hosts. In this
study, we explored the efficiency in finger-to-finger
transmission of bacteria, which may eventually be vari-
able, in relation with different human individuals and
bacterial clones. Certainly, this observation reinforces
the classic historical links between microbiology, micro-
bial ecology, and the epidemiology of infectious
diseases.
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Material and Methods
The design of the study was focused to detect possible in-
terindividual differences by testing finger-to-finger trans-
mission within the same individual, in comparison with
other individuals. Enterococcus faecium was chosen as the
experimental organism due to both its intestinal carriage
and its capacity to produce hospital outbreaks, in which
hand-to-hand transmission seems to be a critical event
(Noskin et al. 1995; Duckro et al. 2005; Willems and van
Schaik 2009).
We explored the possible variability in intraindividual
bacterial transmission in 30 healthy young adults (20
females, 10 males, ranging 23–50 years), mostly fellows
and technicians of our Department, who served as volun-
teers (with informed consent). Volunteers were not
exposed to antimicrobial compounds (including alcohol
preparations) systemically or locally (last hand wash with
nonantibacterial liquid soap (Kriss 5.5; Tein S.L. Madrid,
Spain), at least 90 min before sampling) or to harsh
chemicals, such as acids, bases, and solvents, and were
examined to ensure hands were free of clinically evident
dermatoses or any other lesions. Four Multi-Locus
Sequence Typing (MLST)-characterized E. faecium clones
were included in the study: (1) ST18-CC17 E. faecium
H182, cause of a nosocomial outbreak (Freitas et al.
2009); (2) ST203-CC17 E. faecium RYC49, isolated from a
bacteremia in a community-patient; (3) ST315-CC17 bac-
teriocin-producer vanA-E. faecium RC714, obtained from
a human intestinal colonization sample (del Campo et al.
2001); and (4) ST178-CC94 E. faecium L50, a multiple
bacteriocin-producing strain isolated from a Spanish dry-
fermented sausage (Cintas et al. 2000).
All four clones were incubated separately in 10 mL of
Brain-Heart Infusion (BHI) overnight at 37°C, and then
adjusted by optical density (previously tested with colony-
forming units, [CFU] counts) to obtain a cell concentra-
tion of 109 CFU/mL. An aliquot of 10 lL of each one of
the clones (~107 cells) was gently deposited and spread on
both thumb tip surfaces (~130 mm diameter, defined by
four-points marks in the skin) of each volunteer. The ini-
tial bacterial load on the thumbs was assessed in the fol-
lowing way: after complete drying, the 100-mm-diameter
mouth of an eppendorf plastic tube containing 750 lL of
sterile saline solution at 37°C was pressed on the contami-
nated thumb surface (sampling surface: 0.78 cm2), and
vigorously shaken five times to allow bacterial cells to be
suspended into the saline. To explore finger-to-finger
transmission, the second contaminated thumb was put in
close static contact (assuring full surface contact, but with
minimal pressure and preventing twists or wipes) for
10 sec with the index fingertip of the other hand of the
same individual. Bacteria were recovered from the index
fingertip by washing after application of a new eppendorf
plastic tube (see above). Subsequently, the contaminated
index fingertip was put in contact with the middle finger-
tip of the opposite hand, and the bacteria from the index
finger were collected with another eppendorf tube follow-
ing the previously described procedure. Finally, the middle
fingertip was pressed on the ring finger of the other hand,
and bacteria were again collected. All saline bacterial sus-
pensions were immediately mixed in 1 mL of soft agar
and seeded onto M-Enterococcus agar and incubated 24 h
at 37°C for bacterial counting. After the experiment, fin-
Table 1. Exponential decay parameter for the Enterococcus faecium clones in the intraindividual transmission experiments.
Clone Mean SD
Shapiro-Wilks
normality test Kurtosis test Skewness test
ST18-CC17-H182 2.02 0.13 0.81 (P = 0.0001) 3.95 (P = 0.13) 1.39 (P = 0.002)
ST203-RYC49 2.08 0.14 0.92 (P = 0.022) 3.00 (P = 0.60) 0.88 (P = 0.034)
ST315-RC714 2.03 0.15 0.88 (P = 0.002) 3.42 (P = 0.31) 1.06 (P = 0.013)
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Figure 1. Frequency distribution of exponential decay parameter of
all 30 individuals overall the four Enterococcus faecium clones. Note
that lower decay slopes correspond to lower efficiency in the bacterial
transmission.
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gertips were thoroughly washed with the same liquid soap
and running water and then disinfected by firmly rubbing
with an alcohol preparation. The experiment was sepa-
rately repeated four times per enterococcal clone and
human individual along six consecutive months.
Bacterial counts into M-Enterococcus medium showed a
consistent recovery of about (~106 cells) in the control
thumb immediately (after drying time) of inoculation. An
exponential decay of CFUs obtained in the sequential fin-
ger-to-finger transfers occurs in most volunteers; the tran-
sition from finger-to-finger produced typically a decay of
1.5 log in counts (decay is composed by real transmission
bottleneck plus sampling-culture bacterial loss). Similar
decay kinetics was found in transfer experiments from
hands to surfaces in Escherichia coli (Lingaas and Fagernes
2009). The most frequent case in volunteers was counts
of less than 10 CFUs after the third fingertip-to-fingertip
transfer and no CFU recovery in the last (fourth) transfer.
Unexpectedly, in a proportion of volunteers, counts of
103 and 102 CFUs were consistently obtained during the
third and fourth transfers.
CFU data from the four replicates of every volunteer fin-
ger-to-finger transmission experiment were used to fit
exponential CFU count decay models, one for each of the
four enterococcal clones. The exponential model assumes
that the CFU count collected from every next fingertip is
proportional to the previous fingertip CFU count. This
assumption appears plausible. Goodness-of-fit tests were
performed to assess the adequacy of the exponential models
produced. The distribution of the exponential decay
parameters within every clone was described and checked
for normality and for the source of any departure from nor-
mal distribution (skewness and kurtosis) (D’Agostino et al.
1990). Between clones, comparison of exponential decay
parameters was performed by fitting a population average
panel data model by using Generalized Estimating Equa-
tions (GEE) assuming interchangeable within-individual
correlation structure. Stata software v.11.0 (Stata Corp.,
College Station, TX) was used for the analysis.
Results and Discussion
One-hundred twenty exponential models were fitted for
the 30 individuals and the four E. faecium clones. The
mean, standard deviation, Shapiro-Wilks normality test
results, and skewness and kurtosis tests of the exponential
E. faecium H182 
E. faecium RC714 E. faecium L50

































Higher transmissionLower transmission Higher transmissionLower transmission
Higher transmissionLower transmission Higher transmissionLower transmission
Figure 2. Frequency distribution of exponential decay parameter of all 30 individuals stratified by Enterococcus faecium clones.
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decay parameters are presented in Table 1. The frequency
distribution of the exponential decay parameter estimated
for all individuals and clones combinations clearly showed
an asymmetrical right tail containing an overrepresenta-
tion of high transmitter individuals with their exponential
decay parameters close to zero (Fig. 1). CFU count data
from the replications of the finger-to-finger transmission
experiments showed adequate goodness of fit to the pro-
posed theoretical exponential model. In fact, only 12 out
of the 120 (10%) fitted models showed some lack of fit-
ness with goodness-of-fit test P-values greater than 0.05
(Figs. 1, 2). On the contrary, only four models showed
lack of fit at 0.1 significance level. All four distributions
showed statistical significant departures from normality
caused by significant skewness. These results demonstrate
that four volunteers among the 30 studied (13%) exhib-
ited a significant higher efficiency in the intraindividual
bacterial hand transmission.
Regarding the enterococcal clones, the foodborne
ST178-CC94 E. faecium L50 clone was the most transmis-
sible in comparison with the other grouped in the CC17,
especially ST203-E. faecium RYC49 clone (P = 0.021), and
also with ST-18 E. faecium H182 (P = 0.066) and ST-315
E. faecium RC714 (P = 0.057) (Fig. 2). We should be
aware that the transmission of E. faecium CC17 clones is
related with the high-density fecal colonization (Ruiz-
Garbajosa et al. 2012), not necessarily depending on the
parameters studied in this work.
The mechanisms involved in differences among indi-
viduals remain to be elucidated. Transepidermal water
loss and fingertip temperature measurements were per-
formed in all volunteers using the Tewameter TM300
apparatus (Courage&Khazaka electronic GmbH, Mathias,
Germany), and a digital thermometer PCE-T312. No sig-
nificant association was found with any of the different
transmission patterns. Other possibilities remain to be
investigated, such as fatty acid composition of the skin,
role of resident bacteria, corneocytes cell shedding, and
anatomy of fingerprint crests. We discarded consistent
differences among individuals in the finger pressure they
exerted, using an ink pad and serial paper fingerprints
(after contact of the volunteer’s finger to a new ink pad,
the finger was pressed by a single investigator on a
papers’ sheet; with no significant differences in the num-
ber of imprints obtained).
To our knowledge, this is the first report showing sig-
nificant differences among individuals in finger-to-finger
bacterial transmission. The fact that a fraction of human
individuals might maintain heavy bacterial colonization
in the fingers means that they will be more efficient in
cross-contamination, as inoculum size influences trans-
mission between surfaces (Montville and Schaffner 2003),
and reduces efficacy of hand disinfecting procedures
(Kjoelen and Andersen 1992). We are aware of the possi-
ble consequences of our results in attributing particular
risks for bacterial transmission to individual health work-
ers or food handlers. In particular, they might have an
impact on nosocomial epidemiology in the personnel
involved in antinosocomial infection strategies. Because of
this, our results need to be reinvestigated and confirmed
with more volunteers and bacterial clones from different
species, and possibly in other geographical locations. We
consider that this preliminary work suggests the possibil-
ity of developing an interesting model of bacterial trans-
mission which, if adequately standardized for
intrapersonal and interpersonal transmission, could be
used to measure human-to-human skin transmissibility of
any bacterial species, and to adapt food processing activi-
ties as well as clinical team’s activities procedures.
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